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"Jemand hat mir mal gesagt, die Zeit würde uns wie ein Raubtier ein Leben lang verfol-
gen. Ich möchte viel lieber glauben, dass die Zeit unser Gefährte ist, der uns auf unse-
rer Reise begleitet und uns daran erinnert jeden Moment zu genießen, denn er wird 
nicht wiederkommen. Was wir hinterlassen ist nicht so wichtig, wie die Art, wie wir ge-
lebt haben." 
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Referat: 
Menschliche Blutmonozyten können in die klassische CD14++/CD16-- und die proinflammatori-
sche CD14+/CD16+-Population aufgeteilt werden. Letztere macht ca. 10-20 % aller peripheren 
Monozyten in gesunden Individuen aus. Diese kann aber unter entzündlichen bzw. infektiologi-
schen Bedingungen, wie Sepsis oder Rheumatoide Arthritis, dramatisch ansteigen. Einige Ver-
öffentlichungen und die Ergebnisse von Vorexperimenten der Arbeitsgruppe des Autors lassen 
vermuten, dass die CD16+-Monozyten weiter in eine CD14++/CD16+- und eine CD14+/CD16+-
Subpopulation unterteilt werden können. Das Ziel dieser Dissertationsschrift war es, diese Hy-
pothese zu untersuchen und eine funktionelle Charakterisierung der Subpopulationen zu ermög-
lichen. Dazu wurden von gesunden Spendern periphere mononukleäre Zellen isoliert. Aus die-
sen wurden die drei Subpopulationen, durch eine Kombination von magnetischer Säulensepara-
tion (MACS®) und Zellsortierung mittels FACS, gewonnen. Diese wurden im Proliferations- 
und Sekretionsassay auf ihr jeweiliges Potenzial mit heterologen T-Lymphozyten zu reagieren 
analysiert. Die Zytokinproduktion der Monozytenpopulationen wurde nach Gabe von LPS und 
Zymosan sowie nach Stimulierung durch aktivierte T-Zellen im ELISA gemessen. Dabei konnte 
die höchste TNF-α-Sekretion nach Zellkontakt mit T-Zellen für die CD14++/CD16+-Monozyten 
beschrieben werden. Die IL-10-Produktion fiel unter antigener Stimulation für die CD14++/ 
CD16+ deutlich stärker aus als für die CD14+/CD16+. Zur weiteren funktionellen Beurteilung 
wurden alle drei Monozytensubpopulationen zu unreifen dendritischen Zellen differenziert und 
phänotypisch charakterisiert. Ebenso wurde die Reaktion von heterologen T-Lymphozyten auf 
diese Gruppen von dendritischen Zellen im Proliferations- bzw. Sekretionsassay untersucht. Die 
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1.1. Allgemeine Bemerkungen zu Monozyten  
 
1.1.1. Biologie der Monozyten 
 
Monozyten sind Teil des mononukleären Phagozytensystems (MPS) und machen ca. 5-10 % der 
menschlichen peripheren Blutleukozyten aus. Dies entspricht etwa 250-850 Zellen/µl (Hübel et 
al. 1997, Gordon und Taylor 2005). Monozyten leiten sich im Knochenmark von einer CD34+ 
myeloiden Progenitorzelle ab. Aus dieser entwickeln sich die Vorstufen für die Erythrozyten, 
Thrombozyten und der sogenannte myelodendritischer Progenitor. Dieser stellt den gemeinsa-
men Ursprung von Granulozyten, einen bestimmten Teil der dendritischen Zellen (myeloide 
DCs) und der Monozyten dar (Santiago-Schwarz 1999, Shortman und Naik 2007). Nachdem 
sich die Monozyten im Knochenmark entwickelt haben, werden sie in die Blutbahn entlassen. 
Dort beträgt ihre Halbwertzeit 1-3 Tage (Whitelaw 1966, van Furth und Cohn 1968). Hier wei-
sen diese Zellen eine große Bandbreite in der Morphologie auf. Sie variieren in der Größe, im 
Grad ihrer Granularität und in der Gestalt ihres Kerns (Gordon und Taylor 2005). Dabei muss 
man Monozyten als noch nicht volldifferenzierte Zellen betrachten (Imhof und Aurrand-Lions 
2004). Zwei prinzipielle Wege können in der weiteren Entwicklung beschritten werden: Erstens 
Auswanderung ins Gewebe mit Ausdifferenzierung zu Makrophagen oder zweitens Reifung zu 
inflammatorischen dendritischen Zellen (Mackay und Rosen 2000a, Imhof und Aurrand-Lions 
2004, Shortman und Naik 2007). Daraus ergibt sich ein breites Spektrum an Abkömmlingen der 
Blutmonozyten in den entsprechenden Geweben. Langerhans-Zellen, Osteoklasten, Milzmakro-
phagen, Alveolarmakrophagen, die Mikrogliazellen des ZNS und die Kupffer-Zellen der Leber 
sind nur einige Beispiele. Hierbei haben das jeweilige Zytokinmilieu und die Gewebeverhältnis-
se für die Differenzierung eine entscheidende Bedeutung (Sallusto und Lanzavecchia 1994, 
Gordon und Taylor 2005). So nehmen Monozyten als Vorläuferzellen des MPS eine zentrale 
Stellung ein. Genauso vielfältig wie ihr Erscheinen, sind auch die Aufgaben der Monozy-
ten/Makrophagen. Sie phagozytieren und töten Mikroorganismen wie Bakterien durch hochak-
tive endosomale Radikale (NO, H2O2) und Enzyme (Hydrolasen). Damit stellen sie einen der 
wichtigsten Bestandteile der angeborenen Immunabwehr dar. Gewebeentzündungen können von 
ihnen induziert und reguliert werden, genauso wie die Chemotaxis der dafür notwendigen Zel-
len. Zytokine wie TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 und IL-10 werden dabei von den Monozy-
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ten/Makrophagen eingesetzt. Über Scavenger-Rezeptoren (z.B. CD36) und Enzyme werden tote 
Zellen bzw. andere Partikel aufgenommen und abgebaut. Das Gewebe wird so gereinigt und die 
Wundheilung begünstig (Delves und Roitt 2000a, Imhof und Aurrand-Lions 2004, Pezzutto et 
al. 2007, Murphy et al. 2008). Durch ihre Fähigkeit zur Antigenpräsentation über MHC II und 
der Phagozytose mit Antikörper opsonierter Fremdbestandteile, sind sie auch in humorale Im-
munantwort eingebunden (Karakawa et al. 1988, Delves und Roitt 2000b). Monozy-
ten/Makrophagen werden durch eine Vielzahl von Rezeptoren in ihren Aufgaben unterstützt. 
Fc-Rezeptoren koppeln Antikörper (Opsonine), CR3 bindet Komplement iC3b (Opsonin) und 
bakterielle Antigene können über Toll-like Rezeptoren bzw. CD14 erkannt werden (Taylor et al. 
2005). Doch dies stellt nur einen kleinen Einblick in die Fülle der Rezeptoren dieser Zellen dar. 
Im Folgenden sollen davon zwei näher vorgestellt werden, welche im Rahmen dieser Arbeit von 
Bedeutung sind. 
 
1.1.2. Die Oberflächenrezeptoren CD14 und CD16 
 
Bei CD14 handelt es sich um ein 55 kDa schweres Glykoprotein mit 356 Aminosäuren (kodiert 
auf Chromosomenabschnitt 5q 23-31), welches vornehmlich auf reifen myeloischen Zellen vor-
kommt (Ziegler-Heitbrock und Ulevitch 1993, Landmann et al. 2000). Demzufolge wird es auch 
auf Monozyten und Makrophagen exprimiert, aber in geringerem Umfang ebenso auf einigen 
nicht-myeloischen Zellen wie z.B. Epi-/Endothelzellen, Glatten Muskelzellen und Fibroblasten 
(Jersmann 2005). Es lassen sich bei diesen Molekül zwei prinzipielle Formen unterscheiden: 
Das über einen Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Anker membrangebundene mCD14 und 
das im Serum gelöste (soluble) sCD14. Die Serumvariante des Moleküls wird mittels Sekretion 
(ohne GPI-Anker) oder über eine Serinprotease durch Abspaltung des mCD14 auf Monozyten/ 
Makrophagen gebildet (Landmann et al. 2000, Dauphinee und Karsan 2006). Die zentrale Auf-
gabe des CD14 ist die LPS-Erkennung (Wright et al. 1990). Das Lipopolysaccharid ist Bestand-
teil der Zellwand gramnegativer Bakterien und besteht aus drei Abschnitten. Der O-spezifischen 
Kette, der Kernkette und dem Lipoid A (Ulevitch und Tobias 1995, Beutler und Rietschel 
2003). Über das Lipoid A wird LPS an das LPS-bindende-Protein (LBP) gekoppelt. Das LBP ist 
ein Akutes-Phase-Protein, welches hauptsächlich von der Leber synthetisiert wird. Es gehört zur 
Gruppe der Lipid-Transfer-Proteine (Fenton und Golenbock 1998, Jerala 2007). Durch dieses 
wird ein LPS-Monomer aus dem LPS-Polymer-Komplex im Plasma herausgelöst, weggebunden 
und auf das CD14 übertragen. Da es sich bei CD14 um ein GPI-verankertes Protein handelt, 
fehlt ihm eine intrazelluläre Domäne zur Signaltransduktion. Für die LPS-Erkennung sind also 
mehrere Proteine/Rezeptoren nötig. Hier kommt der Toll-like Rezeptor 4 zum Tragen. Dieser 
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liegt als Dimer vor, an dem das Protein MD-2 komplexiert ist. MD-2 wird benötigt zum Trans-
port von TLR4 auf die Oberfläche der Zellen und ist essentiell für die LPS-Reaktion. Bindet 
nun ein LPS/CD14-Komplex an den TLR4/MD-2 kommt es zur Übertragung eines LPS-
Monomers auf das MD-2 und der LPS/MD-2/TLR4-Komplex hat sich formiert. Die intrazellu-
lären Abschnitte des TLR4 werden aktiviert und die Signalübertragung setzt ein (siehe Abbil-
dung 1). Man unterscheidet dabei einen von MyD88 abhängigen und unabhängigen Weg. Über 
mehrere Zwischenschritte kommt es schließlich zu Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie 
z.B. NFκB oder IRF3. Die Folge sind Aktivierung und Stimulierung inflammatorischer Reakti-















   Abb. 1 Schematische Darstellung der Schritte in der LPS-Erkennung durch die verschiedenen 
   extrazellulären Proteine/Rezeptoren (in Anlehnung an Jerala 2007). Für Details siehe Text. 
 
Am Endothel wird diese Reaktion im Wesentlichen durch an sCD14 gebundenes LPS ausgelöst, 
welches auf dieselbe Weise mit TLR4/MD-2 der Endothelzelle reagiert (Jersmann 2005, 
Dauphinee und Karsan 2006). Neben LPS können auch andere Antigene wie Lipoteichonsäure 
(LTA) oder Taxol auf diesen Signalwegen erkannt werden (Medzhitov und Janway 2000, Ta-
keuchi und Akira 2001). Das Tragen von mCD14 bzw. die Abgabe von sCD14 für die 
Endothelaktivierung macht so einen großen Teil der Bedeutung des Monozyten/Makrophagen-
Systems innerhalb der angeborenen Immunabwehr aus.  
Rezeptoren welche die konstanten Regionen der Immunglobuline erkennen, bezeichnet man als 
Fc-Rezeptoren (FcR). Diese befinden sich auf einer Vielzahl von Zellen des Immunsystems, 
darunter auch auf Monozyten. Zu ihren Aufgaben gehören unteranderem die Unterstützung der 
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Phagozytose (Antikörper als Opsonine), das Abfangen von Immunkomplexen, das Auslösen der 
Degranulation und die Aktivierung von inflammatorischen Zellen. Sie gehören zur Gruppe der 
Immunglobulin-Superfamilie und haben 2-3 homologe extrazelluläre Ig-artige Domänen (van 
de Winkel und Capel 1993, Gessner et al.1998). Je nach Art der gebundenen 
Immunglobulinklasse unterscheidet man zwischen FcαR (IgA), FcδR (IgD), FcεR (IgE), FcγR 
(IgG) und FcµR (IgM) (Ravetch und Kinet 1991, Gessner et al. 1998). Die Fc-Rezeptoren für 
die IgG-Klasse lassen sich entsprechend ihrer Bindungsstärke in den hochaffinen FcγRI 
(CD64), den mittelaffinen FcγRII (CD32) und den niedrigaffinen FcγRIII (CD16) einteilen 














Abb. 2 Schematische Darstellung der humanen FcRγIII-Rezeptoren mit ihren Untereinheiten. 
Es  sind beide Varianten a und b gezeigt  (in Anlehnung an Gessner et al. 1998). Für  Details  
siehe Text. 
 
CD16 ist ein 50-80 kDa schweres Glykoprotein und wird durch Abschnitt 1q22 auf Chromosom 
1 kodiert (Ravetch 1994). Er bindet überwiegend IgG1 und IgG3 in Form von Immunkomple-
xen (van de Winkel und Capel 1993). Dieses Molekül kommt in zwei verschiedenen Ausprä-
gungen vor. Der humane (h)FcγRIIIa ist ein Komplex aus mehreren Untereinheiten mit einer 
transmembranären α-Kette, während der hFcγRIIIb lediglich aus derselben, aber GPI-
verankerten α-Kette besteht. Dabei ist die Affinität des IIIa-Rezeptors etwas höher gegenüber 
dem IIIb. Im Komplex des FcγRIIIa kommt neben der α-Subeinheit, die β-Kette und eine homo-
/heterodimere Kombination aus γ und/oder ζ-Kette vor (siehe Abbildung 2). Dabei spielen die γ- 
bzw. ζ-Subeinheiten eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion mittels der Syk-
Thyrosinkinase (van de Winkel und Capel 1993, Gessner et al. 1998, Schmidt und Gessner 
2005). Dagegen arbeitet FcγRIIIb über Tyrosinkinasen der Src-Familie, wie z.B. Hck (Zhou et 
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al. 1995, Gessner et al. 1998). FcγRIIIa kommt auf NK-Zellen, Makrophagen und bestimmten 
Monozytenpopulationen vor. Während FcγRIIIb exklusiv auf neutrophilen Granulozyten expri-
miert wird. Über den Rezeptor IIIa werden Endozytose, ADCC, Mediatorensekretion usw. ge-
steuert. Der Rezeptor IIIb vermittelt die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen und reguliert 
ebenfalls die ADCC (Ravetch und Kinet 1991, van de Winkel und Capel 1993, Gessner et al. 
1998). Wenn im Folgenden über CD16 berichtet wird, handelt es sich also um den auf Monozy-
ten vorhandenen FcγRIIIa.  
 
1.2. Die Gruppe der CD16+-Monozyten  
 
1.2.1. Charakteristika der CD16+-Monozyten 
 
Die CD16-positiven Monozyten machen ca. 10-20 Prozent der Gesamtmonozyten des Blutes 
aus, während der Großteil von den CD14++/CD16- (klassischen) Monozyten gebildet wird. 
(Passlick et al. 1989, Ziegler-Heitbrock 1996). Obwohl diese Zellen dabei ein relativ breites 
Kontinuum in der CD14-Expressionsintensität zeigen (Grage-Griebenow et al. 2001a), wurden 
sie zunächst zusammengefasst als CD14+/CD16+ bezeichnet. Diese Zellen weisen eine typische 
Monozytenmorphologie auf, jedoch mit unregelmäßigen Kern und etwas kleinerer Größe. Sie 
haben die Fähigkeit zur Bildung von Sauerstoffradikalen und tragen die monozytenspezifische 
NaF-sensitive Esterase (Passlick et al. 1989, Ziegler-Heitbrock 1996). Typische Oberflächen-
marker für T-, B- und NK-Zellen fehlen dagegen (Grage-Griebenow et al. 2001a). Die CD16-
positiven Monozyten weisen eine niedrigere Expression von CD11a und CD33 im Vergleich zu 
den klassischen Monozyten auf (Ziegler-Heitbrock et al. 1993, Thomas und Lipsky 1994). 
CD11a, CD18 und CD45 RA werden dagegen stark exprimiert (Gabriel et al. 1994). Der FcγRI 
/CD64 ist ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen den Subpopulationen. Die CD16-- 
Monozyten sind deutlich negativ für diesen Rezeptor, während die nichtklassischen Monozyten 
ein differenzierteres Bild zeigen. Hier lassen sich zwei Gruppen darstellen, die CD14++/CD16+/ 
CD64+ und die CD14+/CD16+/CD64--Zellen (Grage-Griebenow et al. 1993, 2001a und b). Ein 
weiterer wichtiger Punkt ist deutlich höhere MHC-II-Expression auf der CD16-positiven Sub-
population (Ziegler-Heitbrock et al. 1993, Belge et al. 2002). Frankenberger et al. (1996) konn-
ten vergleichbare m-RNA-Mengen von TNF-α, IL-1β und IL-6 in beiden Populationen finden. 
Die IL-10-mRNA war dagegen in den CD16-positiven Monozyten kaum nachweisbar. Das die 
nichtklassischen Monozyten trotz dieser Befunde eine Hauptquelle für TNF-α darstellen, konnte 
Belge et al. (2002) verdeutlichen. All diese Ergebnisse, zusammen mit dem klinischen Erschei-
nen der CD16+-Monozyten (siehe 1.4.), führten zum Zuschreiben eines proinflammatorischen 
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Charakters. Durch umfangreiche neuere Untersuchungen auf Transkriptions- und Proteomebene 
verschiedenster Genprodukte wurden die funktionellen Differenzen zwischen den beiden Sub-
populationen weiter untermauert (Mobley et al. 2007, Zhao et al. 2009). Eine prinzipielle Unter-
teilung in zwei Gruppen lässt sich auch bei Mäusen finden (Geissmann et al. 2003). Dabei ent-
sprechen die Gr1+/Ly6C+ den CD16-- und die Gr1-/Ly6C- den CD16+-Monozyten. 
Die Heterogenität in der CD14-Fluoreszenzintensität und der CD64-Expression lassen eine wei-
tere Unterteilung der CD16+-Monozyten für möglich erscheinen. Skrzeczyńska-Moncznik et al. 
(2008) und Urra et al. (2009) trennten diese neuerdings in CD14++/CD16+ und CD14+/CD16+ 
auf. Diese Arbeiten demonstrierten erste Hinweise dafür, dass sich die drei neu definierten Sub-
populationen in der Expression von Oberflächenmolekülen (HLA-DR, TLR2/4) und der Zyto-
kinsekretion (TNF-α, IL-10) unterscheiden. Einige der Ergebnisse wiedersprechen sich und eine 
endgültige Beurteilung ist noch nicht möglich. Dennoch soll die Einteilung der Monozyten in 
nun drei Subpopulationen zukünftig in der internationalen Nomenklatur verankert werden 
(Ziegler-Heitbrock et al. 2010). 
 
1.2.2. Die Einordnung der CD16+-Subpopulationen in das Monozyten- 
  DC-Zellsystem 
 
Zunächst sollen einige allgemeine Bemerkungen zu dendritischen Zellen (DCs) gemacht wer-
den. Bei DCs handelt es sich um eine professionell antigenpräsentierende Zellart. Sie prozessie-
ren aufgenommene Antigene und bieten diese, zusammen mit kostimulatorischen Molekülen, 
den T-Helferzellen zur Aktivierung an. DCs können ins lymphatische Gewebe auswandern und 
über Zytokinsekretion die angeborene Immunabwehr beeinflussen. Sie steuern die primäre Im-
munantwort, können die immunologische Toleranz gegen Selbstantigene induzieren und regu-
lieren zu welcher T-Zellantwort (Th1 vs. Th2) es kommt (Banchereau und Steinman 1998, 
Banchereau et al. 2000, Delves und Roitt 2000b). Es lassen sich grundsätzlich zwei Arten von 
DCs unterscheiden: Die konventionellen DCs (z.B. interstitielle/migratorische DCs) und die 
inflammatorischen DCs. Als Vorläufer kommen Zellen der lymphatischen und myeloischen 
Linie in Betracht (Shortmann und Naik 2007). Monozyten sind ein Beispiel für solche Vorläu-
ferzellen. Sie können abhängig vom Zytokinmilieu bzw. nach Durchwanderung des Endothels 
zu inflammatorischen oder interstitiellen/migratorischen DCs differenzieren (Sallusto und 
Lanzavecchia 1994, Randolph et al. 1998, Shortmann und Naik 2007). Dabei entstehen zu-
nächst unreife dendritische Zellen. Diese weisen u.a. ein starkes Endozytoseverhalten, hohes 
intrazelluläres MHC-II und eine niedrige CD80/C86-Expression auf. Nach Antigenkontakt (z.B. 
LPS, virale dsRNA) oder durch Zytokine entwickeln sich daraus reife dendritische Zellen 
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(Banchereau et al. 2000). Diese zeigen z.B. eine niedrige Endozytoserate, eine intensive MHC-
II- und CD80/CD86-Expression (Banchereau und Steinman 1998).  
Die Rolle der einzelnen Subpopulationen und deren Entwicklung innerhalb des Zellsystems der 
Monozyten und dendritischen Zellen werden in der Literatur unterschiedlich diskutiert. Ziegler-
Heitbrock et al. (1993) demonstrierten, dass die CD16+-Monozyten Eigenschaften von reifen 
Gewebsmakrophagen haben. Sie könnten somit als Vorstadien z.B. von Alveolarmakrophagen 
angesehen werden. Andere Arbeiten betrachten die CD16+-Monozyten zum System der dendri-
tischen Zellen zugehörig. Ancuta et al. (2000) ließen aus peripheren Blutmonozyten unter defi-
nierten Zytokinverhältnissen CD16-positive Monozyten reifen, welche morphologische und 
funktionelle Eigenschaften von DCs zeigten. Dass dies auch für die Untergruppe der 
CD14++/CD16+/CD64+-Monozyten gilt, konnten Grage-Griebenow et al. (2001b) feststellen. Sie 
hoben besonders hervor, dass diese Population sowohl Monozyten als auch DC-Merkmale be-
sitzt. Außerdem wird eine immunmodulatorische Aufgabe dieser Zellen vermutet (Grage-
Griebenow et al. 2001b, Gordon und Taylor 2005). Aus allen Monozytenpopulationen lassen 
sich z.B. mit GM-CSF und IL-4 dendritische Zellen reifen (Sallusto und Lanzavecchia 1994, 
Gieseler et al. 1998). Gleichwohl können Parameter, wie TNF-α und P-Selektin, mitbestimmen 
ob ein Monozyt zum Makrophagen oder zur DC wird (Li et al. 2003, Iwamoto et al. 2007). Die 
aus CD16+-Monozyten entwickelten dendritischen Zellen weisen andere Merkmale auf, als die 
aus CD16- hervorgegangen sind. Dies zeigt sich z.B. in der unterschiedlichen Expression von 
Oberflächenmarkern oder der differenzierten Fähigkeit CD4+-T-Zellen zu stimulieren (Sánchez-
Torres et al. 2001). Zusätzlich scheinen dendritische Zellen aus CD16-positiven Monozyten 
prädestiniert zu sein, um aus dem Gewebe über das Endothel in die afferenten Lymphgefäße 
auszuwandern (Randolph et al. 2002). Die Entdeckung einer weiteren Untergruppe von Mono-
zyten beschrieben Schäkel et al. (1998). Diese Arbeitsgruppe nutzte den Oberflächenmarker M-
DC8, einer Kohlenhydratmodifikation des P-Selektin-Glykoprotein-Liganden-1/PSGL-1  
(Schäkel et al. 2002), zur Charaktereisierung von M-DC8+- und M-DC8--Monozyten. Dabei 
sind die M-DC8+ eine Unterpopulation der CD14+/CD16+-Monozyten und das M-DC8-Molekül 
lässt sich auf ca. zwei Drittel der Alveolarmakrophagen nachweisen (Siedlar et al. 2000). Die 
M-DC8+-Monozyten scheinen besonders geeignet für die Entwicklung in potente dendritische 
Zellen zu sein (Schäkel et al. 1998 und 2002, de Baey et al. 2001). Bei all diesen Fakten ist noch 
immer unklar, ob sich die menschlichen Monozytenpopulationen auseinander hervorgehen oder 
separate Zelllinien einer Vorläuferzelle darstellen (Cros et al. 2010). Im ersten Fall könnte man 
die CD14++/CD16+ als ein Zwischenstadium betrachten (Grage-Griebenow et al. 2001a, Ziegler-
Heitbrock et al. 2010). Dass CD16 durch Zytokine wie IL-10, M-CSF und TGF-β auf Monozy-
ten induziert werden kann, wiesen unteranderem Kawanaka et al. (2002) und Iwahashi et al. 
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(2004) nach. Im Mausmodell konnte ein Differenzierungsablauf von Gr1+/Ly6C+ zu Gr1-/Ly6C- 
über eine Zwischenform von Monozyten dargestellt werden (Geismann et al. 2003, 
Sunderkötter et al. 2004, Tacke und Randolph 2006). Wie die einzelnen Subpopulationen genau 
miteinander zusammenhängen und welche sich nun bevorzugt zu Makrophagen oder dendriti-
schen Zellen weiterdifferenzieren, ist nicht abschließend geklärt. Zumal die genauen Abgren-
zungen und Definitionen der Monozytenarten, ihrer DC-Abkömmlinge und deren Übergänge 
erst jetzt langsam international einsetzen (van de Veerdonk und Netea 2010, Ziegler-Heitbrock 
et al. 2010). 
 
1.3. Die CD16+-Monozyten unter pathologischen Bedingungen 
 
Seit der Entdeckung der CD16+-Monozyten und der Erforschung ihrer biologischen Eigenschaf-
ten wurden immer wieder Arbeiten veröffentlicht, die diese Gruppe von Zellen mit pathologi-
schen Veränderungen in Verbindung brachten. Die zentrale Stellung der Monozyten in der an-
geborenen Immunabwehr, als Vorläufer von Makrophagen und dendritischen Zellen sowie de-
ren Beziehung zum adaptiven Immunsystem (Delves und Roitt 2000a und b), begründen die 
relativ breite Palette an Erkrankungen mit einem Anstieg der CD16-positiven Monozyten (Zieg-
ler-Heitbrock 1996 und 2007, Strauss-Ayali et al. 2007). Einen Großteil machen dabei die 
Krankheiten mit infektiologischen Hintergrund aus, so z.B. die Sepsis. Fingerle et al. (1993) 
konnten einen erhöhten Werte von CD16+-Monozyten in Sepsispatienten nachweisen. Blumens-
tein et al. (1997) zeigten an einer Patientin mit selbstverursachter Sepsis, dass die Erhöhung der 
nichtklassischen Monozyten einem Anstieg von TNF-α, IL-6 und M-CSF folgt. Sie schlossen 
daraus, dass die potentiell proinflammatorischen CD16+-Monozyten (Frankenberger et al. 1996) 
durch diesen Zytokinschub induziert werden und später im Gewebe die Entzündung unterhalten. 
Weitere Untersuchungen wiesen die CD16+-Subpopulation als Hauptquelle für TNF-α aus 
(Belge et al. 2002) und zeigten den möglichen Einfluss von TGF-β1 sowie M-CSF bei der Ex-
pansion der CD16+-Monozyten (Saijoji und Ohsaka 2000, Kawanaka et al. 2002, Iwahashi et al. 
2004). Damit scheinen einerseits die Verhältnisse der systemischen Inflammation die Bildung 
dieser Monozyten zu stimulieren und anderseits durch die CD16+-Monozyten selbst gefördert 
zu werden. Im Rahmen der Neugeborenensepsis konnten Skrzeczyńska et al. (2002) ebenfalls 
einen Anstieg der CD16-Population nachweisen, wobei in einer bestimmten Patientengruppen 
die CD14++/CD16+ gegenüber den CD14+/CD16+ erhöht waren. Neben akuten Infektionen wie 
dem Erysipel lassen ebenso chronische Infektionen, z.B. bei Hämodialyse, die CD16+-
Subpopulationen ansteigen (Nockher et al. 1998, Horelt et al. 2002). Aber auch in Autoimmun-
erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis oder der Kawasaki-Erkrankung, wurde ihr mögli-
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cher pathophysiologischer Einfluss dargelegt (Katayama et al. 2000, Kawanaka et al. 2002, 
Iwahashi et al. 2004). In Patienten mit Morbus Crohn, einer chronisch entzündlichen Darmer-
krankung, konnten zwei Arbeitsgruppen sogar eine selektive Zunahme der CD14++/CD16+-
Subpopulation ermitteln (Grip et al. 2007, Hanai et al. 2008). Das vielfältige Auftreten dieser 
Monozytenpopulation unter den oben genannten Umständen und ihr proinflammatorischer Cha-
rakter lassen vermuten, dass antientzündliche Wirkstoffe zu einer Verringerung ihrer Zellzahl 
führen. Für Glukokortikoide ist dies eindeutig demonstriert worden. Des Weiteren wurde disku-
tiert, ob ein Abfall der CD16-Monozyten ein Parameter für die Effektivität einer Glukokorti-
koidtherapie ist (Fingerle-Rowson et al. 1998, Scherberich und Nockher 1999, Fertl et al. 2008). 
Dabei hängt das gute Ansprechen dieser Zellen wahrscheinlich mit einer erhöhten Expression 
des intrazellulären Glukokortikoidrezeptors zusammen (Dayyani et al. 2003). 
Durch eine Infektion mit dem Humanen Immunschwäche-Virus (HIV) wächst der Anteil der 
CD16+-Monozyten ebenfalls an (Thieblemont et al. 1995, Pulliam et al. 1997 und 2004). Neuere 
Daten geben detailliertere Einblicke in die Verhältnisse. Jaworowski et al. (2007) betrachteten 
die Subpopulationen bei schwangeren Afrikanerinnen, die eine Malaria und HIV-Infektion hat-
ten. Sie konnten bei diesen Patientinnen nur einen Anstieg der CD14+/CD16+-Monozyten 
nachweisen. Die CD14++/CD16+ blieben jedoch unverändert. Gleichzeitig exprimierten gerade 
die CD14++/CD16+ im Vergleich zu den anderen beiden Populationen relativ viel CCR5, einen 
für das Eindringen des Virus wichtigen Korezeptor. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit 
Ellery et al. (2007), die zusätzlich zum erhöhten CCR5, noch höhere Werte für CD4 (Hauptre-
zeptor des HIV) auf den CD14++/CD16+ fanden. Wobei diese Werte an einer Gruppe von Pati-
enten erhoben wurden, die nur an HIV litten. Des Weiteren hielten sie in ihrer Arbeit fest, dass 
insbesondre die CD16+-Monozyten anfällig für HIV sind und man sie als einen bevorzugten Ort 
der Viruspersistenz ansehen könnte. Bei Betrachtung dieser Ergebnisse würden speziell die 
CD14++/CD16+ ein für das Virus ein bevorzugtes Ziel darstellen, während die CD14+/CD16+-
Monozyten im Gegenzug reaktiv ansteigen. Durch ihr massives Akkumulationsverhalten auf 
entzündeten Endothel könnten die proinflammatorischen CD16+-Monozyten die Blut-Hirn-
Schranke schädigen und so zur HIV-assoziierten Demenz beitragen (Ancuta et al. 2004). Neben 
HI-Viren sind die CD14++/CD16+ ebenso wie die CD14+/CD16+ besonders empfänglich für das 
Hepatitis-C-Virus. Dafür scheint die hohe Expression des HCV-Rezeptors CD81 auf diesen 
Monozyten verantwortlich zu sein. Dabei ist es unerheblich, ob gleichzeitig eine HIV-Infektion 
vorliegt oder nicht (Coquillard und Patterson 2009). 
In Patienten mit metastasiertem gastrointestinalem Krebs wurde eine Expansion der CD16-
positiven Monozyten festgestellt, die durch Gabe von rekombinanten M-CSF noch deutlich 
gesteigert werden konnte. Bei gesunden Probanden ließ sich so eine ausgeprägte Antwort auf 
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M-CSF nicht belegen (Salah et al. 1995). Außerdem wurde den CD16+-Monozyten eine gute 
Tumorabwehr zugeschrieben (Szaflarska et al. 2004).  
Patienten mit chronischen Nierenversagen können als Therapie eine ambulante 
Peritonealdialyse oder eine Hämodialyse erhalten. In beiden Fällen lassen sich höhere Werte 
von CD16+-Monozyten nachweisen (Brauner et al. 1998, Saionji und Ohsaka 2001). Im Laufe 
der Hämodialysetherapie kann es gehäuft zu akuten oder chronischen bakteriellen Infektionen 
kommen, die mit einem weiteren Anstieg der CD16+-Monozytenpopulation verbunden sind 
(Nockher und Scherberich 1998). Während der Dialyse kommt es, durch eine Aktivierung der 
CD16-positiven Monozyten, zur Sequestration z.B. in den Lungenkapillaren. Die Folge ist ein 
starker Abfall dieser Subpopulation, die aber nach Beendigung der Dialyse, durch Lösung vom 
Endothel, wieder ihre Ausgangswerte erreicht. Diese ständigen Aktivierungen der CD16+ schei-
nen entzündliche Reaktionen und die erhöhten Werte dieser Zellen in den Patienten zu unterhal-
ten (Sester et al. 2001). Des Weiteren vergrößert ein vorwiegend milder Abfall der CD16+ wäh-
rend der Dialyse das Risiko für spätere kardiovaskuläre Ereignisse. Die Gründe dafür sind noch 
nicht klar (Rogacev et al. 2009). Nach einer Nierentransplantation sinkt der Anteil der CD16+-
Monozyten, wobei höhere Werte mit subklinischer Arteriosklerose im Transplantat assoziiert 
sind (Ulrich et al. 2008). Schuld daran könnte die größere Expression von Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) auf den neu definierten CD14++/CD16+-Monozyten sein, was zum 
arteriogenen Potential dieser Untergruppe beiträgt (Ulrich et al. 2006 und 2010). Eine Rolle der 
CD14++/CD16+ bei der Arterioskleroseentwicklung vermuteten ebenfalls Boudjeltia et al. 
(2008), aufgrund des möglicherweise hohen Extravasationspotentials dieser Zellpopulation so-
wie der guten inversen Korrelation zwischen Apolipoprotein A-I und den CD14++/CD16+-
Monozyten-Thrombozyten-Komplexen. Eine Verbindung von koronarer Herzkrankheit, erhöh-
ten TNF-α-Serumspiegeln und einen gesteigerten CD14++/CD16+-Anteil demonstrierten Schlitt 
et al. (2004). Die bevorzugte Rekrutierung von CD16+-Monozyten durch Fraktalkin (CX3CL1, 
ein Chemokin) in entzündlich veränderte Gefäßwände unterstützt eventuell dabei die Pathoge-
nese der Arteriosklerose (Ancuta et al. 2003 und 2004). Auch für die Hypercholesterinämie sind 
Veränderungen in der CD16-positiven Populationen beschrieben. So zeigte sich einerseits bei 
dieser Patientengruppe eine negative Korrelation zwischen dem HDL-Cholesterinspiegel und 
den CD14+/CD16+ (Rothe et al. 1996), andererseits die potentielle Funktion im Abbau von oxi-
dierten LDL-Partikeln durch die CD16+-Monozyten (Mosig et al. 2009). Detaillierte Zusam-
menhänge sind aber noch nicht bekannt (Randolph et al. 2009). Interessanterweise wurde vor 
kurzem von Urra et al. (2009) über die Prognose von Schlaganfallpatienten in Abhängigkeit der 
drei Monozytensubpopulationen berichtet. Ihre Untersuchungen enthüllten beim Anstieg der 
CD16+-Monozyten eine geringere Mortalität und ein besseres Outcome für die Patienten, wäh-
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rend ein erhöhter Anteil von klassischen Monozyten mit klinischer Verschlechterung, hoher 
Mortalität und schlechtem Outcome verbunden war. Für viele weitere Prozesse lässt sich eine 
Beteiligung der CD16+-Monozyten belegen, z.B. bei der aseptischen Endoprothesenlockerung 
(Wu et al. 2009) oder dem Asthma bronchiale (Rivier et al. 1995). Insbesondere bei schwer 
asthmatisch Erkrankten steigt die neu beschriebene CD14++/CD16+-Fraktion deutlich an 
(Moniuszko et al. 2008). Aber auch nach körperlicher Arbeit finden sich mehr CD16-positive 
Monozyten im Blut, die möglicherweise durch Katecholamine von der Gefäßwand freigesetzt 
werden (Steppich et al. 2000). 
Die Beurteilung der genannten klinischen Befunde, bezüglich des pathogenetischen Einflusses 
der CD16+-Monozyten, bleibt trotz der unzähligen Beispiele schwierig. Ohne weitere Grundla-
genforschung lassen sich die erhobenen Daten kausal schlecht oder kaum interpretieren. Weite-
re Bemühungen erscheinen notwendig, um speziell für die Bedeutung der CD14++/CD16+ bzw. 
CD14+/CD16+-Monozyten ein besseres Verständnis zu erlangen (Cros et al. 2010). 
 
1.4. Die Vorexperimente - der Ausgangspunkt für diese Arbeit 
 
Im Vorfeld zu dieser Arbeit wurden verschieden Monozytenpopulationen auf ihre anteilsmäßige 
Verteilung in gesunden Probanden und Patienten mit rheumatoider Arthritis analysiert. Abbil-
dung 3 zeigt je ein repräsentatives Beispiel für die Verteilung im Gesunden und bei rheumatoi-
der Arthritis. Es wurden vier Subpopulationen entsprechend der CD14- und CD16-Intensität in 













Abb. 3  Zwei repräsentative FACS-Auswertungen (Dot Plot) CD14-FITC vs. CD16-PE von je einer gesunden Kon-
trolle (GK) und einem Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA). Verteilung der Subpopulationen wie angegeben. 









































































































die CD16+-Monozyten. Die letzteren wurden weiter unterteilt in CD14++/CD16+ und 
CD14+/CD16+. Die aus diesem Vorgehen zusätzlich resultierende Gruppe der CD14+/CD16--
Monozyten wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. In der Auswertung ergab 
sich ein signifikanter Anstieg der CD16+-Monozyten (Abb. 4 A), wobei dieser durch die Erhö-
hung der neudefinierten CD14++/CD16+-Fraktion zustande kam (Abb. 3 und 4 B). 
 
























Abb. 4 Zusammenfassende Abbildungen der Vorexperimente (modifiziert von M. Rossol übernommen). A) und B) 
Anteil der CD16+ Monozyten bzw. der beiden CD16-Subpopulationen (CD14++/CD16+ u. CD14+/ CD16+) in 
gesunden Probanden (n = 24) und Patienten mit RA (n = 53). Angaben in Median/Quartile und 5./95. Perzentile mit 
entsprechenden Signifikanzen/n.s. (nicht signifikant). C) Höhe der HLA-DR-Expression als Mittlere Fluoreszenzin-
tensität (MFI, Mittelwert ± Standardabweichung) bei gesunden Probanden (n = 13) und Patienten mit RA (n = 20). 
***Alle dargestellten Unterschiede sind innerhalb GK bzw. RA mit p < 0,001 signifikant (außer: RA CD14++/ 
CD16+ vs. RA CD14+/CD16+ mit p = 0,003). Keine Unterschiede zwischen GK u. RA. Bei allen errechneten p-
Werten kamen abhängig von der Fragestellung t-Tests (gepaarter/nicht gepaarter) und der Mann-Whitney-U-Test zur 
Anwendung. Gesunde Kontrolle (GK) und Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA). 
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In diesem Zusammenhang wurde auch die Intensität der HLA-DR-Expression (MHC-Klasse-II) 
auf den beschriebenen Subpopulationen gemessen. Sowohl bei den gesunden als auch bei den 
kranken Spendern hatten die CD14++/CD16+ die signifikant stärkste HLA-DR-Expression, ge-




Trotz der langen und intensiven Forschung auf dem Gebiet der Monozytenpopulationen bleiben 
viele Zusammenhänge noch unklar. Die unzähligen beschriebenen Befunde und Krankheiten, 
bei der die proinflammatorischen CD16-positiven Monozyten ansteigen, unterstreichen deren 
mögliches Potential zum Schließen pathophysiologischer Lücken. Gerade die sich immer mehr 
durchsetzende Unterteilung der CD16+-Subpopulation in CD14++/CD16+ und CD14+/CD16+ 
könnte zu neuen Einblicken führen. Denn in einen großen Teil der älteren Veröffentlichungen 
wurde die Fraktion der CD14++/CD16+ gar nicht oder nur teilweise betrachtet. Andere Publika-
tionen analysierten die CD16+-Monozyten lediglich als Ganzes. Mittlerweile sind einige weini-
ge Arbeiten zu diesem Thema veröffentlicht, mit teilweise widersprüchlichen Daten. Auch kli-
nisch scheinen die beiden CD16+-Subpopulationen verschiedene Aufgaben zu erfüllen. Die 
Vorexperimente lassen dies bei Patienten mit rheumatoider Arthritis auf eindrucksvolle Weise 
erahnen. Zusammen mit den hohen Expressionswerten für HLA-DR rücken die CD14++/CD16+-
Monozyten so immer mehr ins Blickfeld des Interesses. Ausgehend von der verfügbaren Litera-
tur und den Ergebnissen der Vorexperimente, stellten sich deshalb folgende grundlegende Fra-
gen für diese Arbeit: 
 
• Wie lassen sich die einzelnen Subpopulationen standardisiert und mit hoher Reinheit 
voneinander trennen, um diese für weitere Experimente zu nutzen? 
• Unterscheiden sich die Monozytenfraktionen bezüglich ihres Potentials T-Zellen zur 
Proliferation anzuregen. Kann man dabei die Gruppe der CD14++/CD16+, mit deren ho-
hen HLA-DR-Werten, gegen die CD14++/CD16-- und CD14+/CD16+-Monozyten ab-
grenzen? 
• Gibt es Differenzen in der Induktion der T-Helferzellantworten (Th1 vs. Th2) zwischen 
den Populationen bzw. wird Interferon-γ oder Interleukin-4 produziert? 
• Wie reagieren die noch wenig charakterisierten CD14++/CD16+-Monozyten bzw. die 
anderen beiden Subpopulationen auf definierte antigene Reize und stimulierte T-Zellen? 
Welche Zytokine werden dabei freigesetzt und lassen sich bestimmte subpopulationsty-
pische Muster erkennen? 
Einleitung 
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• Wie lassen sich aus diesen Subpopulationen hervorgegangene unreife dendritische Zel-
len beschreiben? Zeigen sie ein Ähnliches Expressionsverhalten z.B. für HLA-DR wie 
die Monozyten? Wie ist deren Potential Proliferation und Sekretion bei T-Zellen zu 
stimulieren? Lässt sich eine Sonderstellung der aus CD14++/CD16+-Monozyten entwi-
ckelten DCs erkennen? 
 
Diese Fragen sollten durch Zellkulturkulturversuche beantwortet werden, um so zum besseren 
Verständnis der Monozyten-DC-Subpopulationen bzw. deren Zusammenhänge beizutragen. 
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Coulter® Z2      Coulter Electronics, Krefeld, D 
Digitalkamera Color View I     Olympus Deutschland, Hamburg 
ELISA-Reader, Synergy™ HT    Bio-TEK® , Winooski, USA 
Elutriator J6-MC      Beckmann, München, D 
FACS Calibur      Becton Dickinson, San Jose, USA 
Hochgeschwindigkeitszellsortierer/  
FACS Vantage SE      Becton Dickinson, San Jose, USA 
Inkubator/CO2    IG 150      Jouan, Unterhaching, D 
Inkubator/CO2   Forma Scientific    Thermo Scientific, Waltham, USA 
Kühlschrank (4°C), LIEBHERR Premium   LIEBHERR, Biberach, D 
MACSmix™ Tube Rotator      Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
Megafuge 1.0 R       Heraeus Instruments, Hanau, D 
Megafuge 1.0 RS      Heraeus Instruments, Hanau D 
Mehrkanalpipette (8 Kanäle), Finnpipette®   Thermo Scientific, Waltham, USA 
MidiMACSTM Separator (Magnet für  
   Säulenseparation mit Ständer)    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
Mikroskop Axiostar     Carl Zeiss, Jena, D 
Mikroskop Olympus CKX 41    Olympus Deutschland, Hamburg 
pH-Meter, Accumet Basic AR-15    Fischer Scientific, Schwerte, D 
Pipetten (verschiedene), Finnpipette®    Thermo Scientific, Waltham, USA 
Pipettierhilfe Pipetus     Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, D 
Präzisionswaage Kern 440-45    Kern & Sohn, Balingen, D 
Prazisionswaage Sartorius MC1 
  (Research RC 210 S)     Sartorius AG, Göttingen, D 
Schüttler DPC      DPC Biermann, Bad Nauheim, D 
Schüttelgerät Vortex-Genie® 2    Scientific Industries, Bohemia, USA 
Sterilbank, HERA safe     Heraeus Instruments, Hanau, D 
Tiefkühlschrank (-80°C) HERA freeze    Heraeus Instruments, Hanau, D 
Thermomixer compact     Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D 
Wasserbad, ISOTEMP 215     Fischer Scientific, Schwerte, D 
Zählkammer nach Neubauer     Heinz Herenz Medizinbedarf, Hamburg, D 
Zellkulturmikroskop Olympus IX 50    Olympus Deutschland, Hamburg 
 




BD VenoflonTM Pro Safty 20 GA    Becton Dickinson, San Jose, USA 
Einmalspritzen BD DiscarditTM II 10/20 ml   BD Biosciences, San Jose, USA 
Reagiergefäße 1,5ml (Eppendorf)    Sarstedt, Nümbrecht, D 
FACS-Röhrchen (steril/unsteril), Falcon 5 ml   BD Biosciences, San Jose, USA 
MACS® Cell Separation Columns LS     Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
Maxisorp-Platte 96-Well     Nunc, Roskilde, Dänemark 
Micro-FloTM       LDKS Oversan, Gemino, Italien 
Multi-Adapter      Sarstedt, Nümbrecht, D 
Pipetten 10 ml, Serological Pipette    Sarstedt, Nümbrecht, D 
Pipetten 25 ml, Serological Pipette    Greiner-Bio-One, Frickenhausen, D 
Pipettenspitzen, Typ Eppendorf®    Greiner-Bio-One, Frickenhausen, D 
Röhrchen 15ml/50 ml     Greiner-Bio-One, Frickenhausen, D 
S-Monovette®  (9 ml, EDTA)    Sarstedt, Nümbrecht, D 
Sterilfilter/Spritzenfilter Filtropur S 0,2   Sarstedt, Nümbrecht, D 
TC- Plattte Cellstar® 48 Well    Greiner-Bio-One, Frickenhausen, D 
TC- Platte Cellstar® 96 Well (Flachboden)   Greiner-Bio-One, Frickenhausen, D 
Zellkultur- Flaschen 75 cm2 (mit Filter)   TPP®, Trasadingen, Schweiz 




2.1.3. Chemikalien, Substanzen und Antibiotika 
 
Aqua B. Braun, steriles Wasser     Braun, Melsungen, D 
BSA (bovines Serumalbumin)    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
CFDA/CFSE, Molecular Probes®    Invitrogen, Karlsruhe, D 
EDTA, Titriplex® III     Merck, Darmstadt, D 
Ficoll-PlaqueTM Plus     GE Helthcare, Uppsala, Schweden 
Formaldehyd 35 %      Merck, Darmstadt, D 
Haemaccel® 35  2 %     Hoechst Marion Roussel, Frankfurt, D 
Lipopolysaccharid   100 mg 
   (E. coli, Serotyp 055:B5)     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumazid (NaN3)     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumbikarbonat (NaHCO3)    Merck, Darmstadt, D 
Natriumhydroxid (NaOH, 10 M)    Roth, Karlsruhe, D 
Natriumkarbonat (Na2CO3)     Merck, Darmstadt, D 
Paraformaldehyd       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
PBS, Dulbeco`s (ohne Ca2+ u. Mg2+)    PAA, Pasching, Österreich 
Penicillin-Streptomycin GIBCO®    Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypanblau, Lösung (0,4 %)     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Türks-Lösung, Mikroskopie     Merck, Darmstadt, D 
Tween® 20       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Salzsäure 25 % (HCL, 10M)     J. T. Baker, Deventer, Niederlande 
Schwefelsäure ( H2SO4, 20 N)    Riedel-de-Haen, Hannover, D 
Zymosan A   250 mg  




2.1.4 Kulturmedien, Seren und Zytokine 
 
Cellgro® DC      Technologie Transfer, Freiburg, D 
FCS, Foetal Bovine Serum  GIBCO®    Invitrogen, Karlsruhe, D 
GM-CSF( human, rekombinant), Leukine® 
    (Sargramostim)      Berlex/Bayer HelthCare, Montville, USA 
Interleukin-4 (human)     PEPROTECH, Rocky Hill, USA 
RPMI 1640 mit GlutaMAX TM  GIBCO®   Invitrogen, Karlsruhe, D 
TCHTM        MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich 
 
Cellgro-Medium (steril): 
Zu 10 ml reinen Cellgro® DC werden 100 µl Penicillin-Streptomycin, 100µl IL-4 und 3,6 µl 
GM-CSF gegeben. Dieses ist umgehend aufzubrauchen.  
 
FCS-Medium 10%(steril): 
Zu 44,5 ml RPMI 1640 mit GlutaMAX werden 5 ml frisch aufgetautes FCS und 500 µl Penicil-
lin-Streptomycin gegeben. Dieses ist im Kühlschrank (4°C) maximal 3-4 Tage haltbar. 
 
TCH-Medium 2% (steril): 
Zu 48,5 ml RPMI 1640 mit GlutaMAX werden 1 ml TCHTM und 500µl Penicillin-Streptomycin 
gegeben. Dieses ist im Kühlschrank (4°C) maximal 3-4 Tage haltbar. 
 
Zellkulturflaschenmedium 5 % (steril): 
Zu 49 ml RPMI mit GlutaMAX wird 1 ml  Humanserum (hitzeinaktiviert) gegeben. Dieses ist 
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2.1.5. Puffer und Lösungen 
 
BSA-Puffer (0,5 % BSA, 2 mM EDTA): 
Zu 0,5 l PBS werden 2,5 g BSA und 10 ml EDTA-Stammlösung gegeben. 
 
EDTA-Stammlösung (100 mM): 
1,8612 g EDTA werden in 50 ml destillierten Wasser aufgelöst. Der pH-Wert wird auf 7,0 ein-
gestellt. 
 
FACS-Puffer (2 % FCS,  0,1 % Natriumazid): 
Es werden 5 ml einer 10 %igen Natriumazid-Stammlösung und 10 ml FCS mit PBS auf insge-
samt 500 ml aufgefüllt. 
 
Fixierpuffer 1 %: 
Zu 100 ml PBS werden 3 ml  Formaldehdlösung (35 %) gegeben. 
 
Paraformaldehydlösung  (PFA) 2 % : 
4g Paraformaldehyd werden  mit 190 ml PBS und 200 µl NaOH (10 M) aufgelöst, und auf einen 
pH-Wert von 7,3 eingestellt. Danach mit PBS auf 200 ml aufgefüllt und steril filtriert.  
 
PBS/EDTA (0,3 mM, steril): 
Zu 1 l PBS werden 3 ml EDTA-Stammlösung gegeben. 
 
PBS/EDTA/Haemaccel 2 % (steril): 
Zu 98 ml PBS/EDTA werden 2ml Haemaccel® 35 gegeben. 
 
Säulenpuffer (5 % FCS, 2 mM EDTA, steril): 











Tabelle 1: Verwendet monoklonale Fluoreszenzantikörper 
Antikörper gegen Fluorochrom Isotyp Klon Hersteller 
CD1a PE IgG1 HI149 eBiosciences, San Diego, USA 
CD4 PC5 IgG1 13B8.2 Beckman Coulter, Fullerton, USA 
CD11c PE IgG1 3.9 eBiosciences, San Diego, USA 
CD14 FITC IgG2a TÜK4 Dako, Glostrup, Dänemark 
CD16 PE  IgG1 3G6 BD Biosciences, San Jose, USA 
CD25 PE IgG1 BC96 eBiosciences, San Diego, USA 
CD80 PE IgG1 2D10.4 eBiosciences, San Diego, USA 
CD83 PE IgG1 HB15e eBiosciences, San Diego, USA 
CD86 PE IgG2b IT2.2 eBiosciences, San Diego, USA 
CD45 RA PE IgG2b HI100 BD Biosciences, San Jose, USA 
HLA-DR PC5 IgG1 Immu357 Beckman Coulter, Fullerton, USA 
 
Zusätzlich wurde der Antikörper „Maus IgG1, κ Isotyp Kontrolle“ (Fluorochrom: PE) der Firma 
eBioscience (San Jose, USA) als Isotypenkontrolle verwendet. 
 
2.1.7.Weitere verwendete Antikörper 
 
Anti-CD3ε-Antikörper human (IgG1, Klon: UCHT1)  R&D Systems, Minneapolis, USA 
Anti-CD28-Antikörper human (IgG1, Klon: CD28.2)  BD Biosciences, San Jose, USA 
CD3 Microbeads human (Isotyp IgG2a)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
CD19 Microbeads human (Isotyp IgG1)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
CD56 Microbeads human (Isotyp IgG1)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
 
2.1.8. Sekretionsassays und Isolations-Kits 
 
Zur Gewinnung der CD4+-T-Zellen und zum Beschreiben des Sekretionsverhaltens wurden 
folgende fertige Kits verwendet: 
 
CD4+ T Cell Isolation Kit II human    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
IFN-γ Secretion Assay human 
   (Cell Enrichment and Detection Kit PE)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
IL-4 Secretion Assay human 
   (Cell Enrichment and Detection Kit PE)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
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2.1.9. Spezielle Materialien, Puffer und Lösungen für den ELISA 
 
Zur Messung der Zytokinkonzentrationen von IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-α in den Über-
ständen bestimmter Zellkulturen wurden die fertigen ELISA- Sets (BD OptEIATM Set Human) 
der Firma BD Biosciences, San Diego, USA verwendet. 
 
Bindungspuffer: 
3,56 g Na2CO3 und 8,40 g NaHCO3 wurden in einem Liter Aqua B. Braun für die ELISAs der 
Zytokine IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-α aufgelöst. Für IL-1β wurden stattdessen 1,59 g Na2CO3 
und 7,13 g NaHCO3 gelöst. Der pH-Wert wurde auf 9,5 eingestellt. Die hergestellten Puffer 
wurden steril filtriert. 
 
Probenpuffer 10 %: 
45 ml RPMI mit GlutaMAX wurden mit 5 ml frisch aufgetauten FCS versetzt. 
 
Stopplösung (2 N H2SO4): 
Diese ist eine 1:10-Verdünnung einer vorbestehenden 20 N H2SO4-Lösung. 
 
Substratlösung: 
Dazu wurde eine 1:1 Mischung aus Substrat A und Substrat B (BD OptEIATM TMB Substrate 




0,05 % PBS-Tween: 1 Liter PBS wurden mit 500 µl Tween® 20 gemischt 
0,1 % PBS- Tween: 1 Liter PBS wurden mit 1 ml Tween® 20 gemischt 
 
2.1.10. Verwendete Software 
 
Cell^A, Version 2.5     Olympus Deutschland, Hamburg 
Cell Queat Software     BD Biosciences, San Jose, USA 
SigmaPlot 2004, Version 9.01    Systat Software, San Jose, USA 
SigmaStat 2004, Version 3.11    Systat Software, San Jose, USA 
WinMDI, Version 2.8.     Freeware 
 




2.2.1. Probanden und Blutentnahme 
 
Zur Blutentnahme wurden gesunde Freiwillige von der Station oder aus dem Labor der Medizi-
nischen Klinik II, Sektion Rheumatologie, der Universitätsklinik Leipzig herangezogen. Für die 
Gewinnung der Monozytensubpopulationen wurden den Spendern durchschnittlich 25 
Blutmonovetten (9 ml, mit EDTA) abgenommen. Dabei sollte es sich um minimal 20 Röhrchen 
handeln, um eine ausreichende Menge an Monozyten am Ende des Zellsortierens zu erhalten. 
Um die Spender zu schonen wurden maximal 30 Monovetten entnommen. Waren Ansätze mit 
T-Zellen geplant, so wurden gleichzeitig von einem anderen (heterologen) gesunden Spender 
durchschnittlich 7 Blutmonovetten (9 ml, mit EDTA) abgenommen. Diese wurden zur weiteren 
Verarbeitung für die CD4+-T-Zellen eingesetzt. 
 
2.2.2. Gewinnung der peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs)  
durch Dichtegradientenzenrifugation 
 
Bei diesen Verfahren reichern sich Lymphozyten und Monozyten (PBMCs) in einem 
Interphasering über der Ficoll-Lösung (hydrophiles Polymer aus Saccharose) an. Dies geschieht 
während einer Zentrifugation. Dabei sinken Erythrozyten und Granulozyten entsprechend ihrer 
höheren Dichte zu Boden. Darüber sammelt sich das Ficoll mit seiner geringeren Dichte. Über 
dieser Lösung verteilen sich die mononukleären Zellen in einem dünnen Interphasering. Dessen 
Dichte liegt zwischen der Ficoll-Lösung und dem darüber liegenden Plasma. Die Thrombozyten 
verbleiben in der Plasmaphase über dem Ring.  
Das aus 2.2.1. erhaltene Vollblut wurde mit PBS/EDTA (20°C) 1:2 verdünnt. In 50 ml 
Zentrifugenröhrchen wurden je 10 ml Ficoll-PlaqueTM Plus vorgelegt und 25 ml des verdünnten 
Blutes vorsichtig aufgeschichtet. Danach erfolgt eine Zentrifugation von 40 Minuten (ohne 
Bremse), bei 700 g und 20°C. Die so erhaltenen Interphaseringe wurden abgenommen, in neue 
50 ml Röhrchen überführt und für 10 Minuten mit PBS/EDTA, bei 500 g und 4°C, gewaschen. 
Der Flüssigkeitsüberstand wurde verworfen und die Zellen wurden mit 1 ml PBS/EDTA (4°C) 
resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden nun in ein einziges 50 ml zusammengeführt und 
erneut gewaschen (10 Minuten, 430 g, 4°C). Der Überstand wurde wieder verworfen und die 
Zellen auf 50 ml PBS/EDTA (4°C) resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde die Anzahl 
PBMCs mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop bestimmt. Die Zellen in der 
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Zählkammer wurden zuvor mit Türks Lösung (Markierung aller kernhaltigen Zellen) gefärbt. 
Am Ende wurde die Zellsuspension abermals zentrifugiert (10 Minuten, 430 g, 4°C). Die so 
erhaltenen peripheren mononukleären Blutzellen wurden nun weiter verarbeitet. 
 
2.2.3. Gewinnung verschiedener Monozytensubpopulationen mithilfe  
 des Hochgeschwindigkeitszellsortierers/FACS 
 
2.2.3.1. Abtrennung von CD3+-, CD19+- und CD56+-Leukozyten (Vorseparation) 
 
Um das Zellsortieren effektiver und schneller verlaufen zu lassen, wurden einige Leuko-
zytenpopulationen bereits vor dem eigentlichen Trennverfahren grob herausgefiltert. Dabei 
wurden die T-Zellen (CD3+), die B-Zellen (CD19+) und die NK-Zellen (CD56+) durch eine 
MACS®-Säulenseparation abgetrennt. 
Das Prinzip ist folgendes: An spezifische Antikörper, die sich an definierte Oberflächenmolekü-
le anlagern, sind supraparametrische Teilchen gebunden. Binden solche Microbead-Antikörper 
nun an die entsprechenden Zellen, können diese in einer speziellen Säule, welche sich in einem 
Magnetfeld befindet, zurückgehalten werden. Die aus der Säule heraus laufenden Zellen sind 
frei von den Zellpopulationen gegen die sich die benutzten Microbead-Antikörper richteten. Die 
aus 2.2.2. erhaltenen PBMCs wurden pro 1x107 Zellen mit je 80 µl Säulenpuffer gemischt. Da-
nach wurden pro 1x107 Zellen 20 µl CD3-, CD19- und CD56-Mibrobeads hinzugegeben. Es 
folgte eine Inkubation von 15 Minuten im Kühlschrank bei 4°C. Nach der Inkubation wurden 
die markierten Zellen abzentrifugiert (10 Minuten, 430 g, 4°C) und danach mit Säulenpuffer 
resuspendiert. Die MACS-Separtionsäulen wurden mit je 4 ml vorgespült. Die gewaschenen 
Zellen wurden zu 5x107 je Säule aufgetragen und mit 3-4 ml Säulenpuffer in ein entsprechendes 
15 ml Röhrchen gespült. Darauf folgte ein erneuter Waschschritt. Die so zentrifugierten Zellen 
wurden in einem FACS-Röhrchen mit 1 ml PBS/EDTA zusammengeführt.  
 
2.2.3.2. Färbung der PBMCs mit Anti-CD14- und Anti-CD16-Fluoreszenzanti- 
   körpern 
 
Die vorseparierten PBMCs wurden in 1 ml PBS/EDTA gefärbt. Dabei wurden pro 1x107 
PBMCs 10 µl Anti-CD14-FITC- und 10 µl Anti-CD16-PE-Antikörper hinzugegeben. Es folgte 
eine Inkubation von 20 Minuten im Kühlschrank bei 4°C. Danach wurden die Zellen einmal 
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gewaschen (10 Minuten, 430 g, 4°C). Das erhaltene Pellet wurde mit 2 ml PBS/EDTA gemischt 
und ab sofort auf Eis gekühlt. 
 
2.2.3.3. Zellsortierung mit dem Hochgeschwindigkeitszellsortierer/FACS 
 
Aus den vorseparierten und mit Fluoreszenzantikörper markierten PBMCs wurden mittels Zell-
sortierung die für die weiteren Experimente gewünschten Monozytensubpopulationen abge-
trennt. Dabei wurde der Hochgeschwindigkeitszellsortierer/FACS des IZKF (Interdisziplinäre 
Zentrum für Klinische Forschung) der Universität Leipzig/Medizinische Fakultät verwendet. 
Die Prozedur des Abtrennens wurde von den Mitarbeitern der Abteilung für Fluoreszenz-
Technologien durchgeführt. 
Beim Prozess des Zellsortierens werden Zellen bzw. kleine Zellgruppen anhand eines Fluores-
zenzmusters unterschieden und so voneinander trennbar gemacht. Die erhaltenen Zellgruppen 
haben dabei einen hohen Grad an Reinheit bzw. enthalten nur noch die gewünschten Zellarten. 
Die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Antikörper auf der Oberfläche der Zellen werden 
durch einen Laser mit spezifischer Wellenlänge angeregt. Darauf reagiert jeder Farbstoff mit 
einem bestimmten Emisionsmuster. Für die in 2.2.3.2. genannten Fluoreszenzantikörper wäre 
dies für FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) ein Emissionsmaximum bei 519 nm (grünlich) und 
für PE (Phycoerythrin) bei 575 nm (orange) Wellenlänge. Dazu kommen noch Informationen 
über die Größe, in Form des foward scatter (FSC), und über die Granularität der Zellen, in Form 
des side scatter (SSC). Diese werden durch Streuung und Reflexion des monochromatischen 
Laserlichtes während der Durchleuchtung jeder einzelnen Zelle erhalten. All diese Informatio-
nen werden durch ein System von Linsen, Spiegel, Filtern und Detektoren gesammelt und elekt-
ronisch verarbeitet. Mit diesen Messdaten lassen sich nun bestimmte Zellgruppen definieren. 
Dieser gesamte Vorgang der Detektion findet während des Zellsortierens in der sogenannten 
„nozzle“ (Düse) statt. Durch diese fließt ein Flüssigkeitsstrom, welcher die Zellen enthält. An 
der Spitze wird der Strom durch Vibration unterbrochen und es bildet sich ein Tropfen be-
stimmter Größe. Dieser enthält eine Zelle deren Fluoreszenz- und Zelleigenschaften kurz zuvor 
durch den Laser bestimmt worden ist. Entspricht die Zelle den gewünschten Eigenschaften, 
wird der Tropfen im Moment seiner Bildung positiv oder negativ aufgeladen, je nachdem zu 
welcher der Zellpopulationen diese gehört. Der abgehende Tropfen wird nun in einem konstan-
ten elektrischen Feld entsprechend seiner Ladung abgelenkt. Die so elektrisch aufgetrennten 
Zellen haben die gewünschten gruppenspezifischen Fluoreszenz- bzw. Zelleigenschaften und 
werden in entsprechende FACS-Röhrchen aufgefangen. Alle ungeladenen Zellen, d.h. deren 
optisches Muster nicht zu den gewünschten Kriterien passt, werden verworfen. Bei diesen Ver-
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fahren wird nur ein geringer Teil der Zellen passiv bzw. zufällig in die Röhrchen verteilt. Ab-




















Abb. 5: Schematischer Aufbau eines modernen Sortierers mit drei verschiedenen Lasern und multiplen Detektoren 




Bei der Zellsortierung im IZKF wurde ein Argonlaser mit 488 nm Wellenlänge verwendet. Die 
Sortierung wurde mit einer Geschwindigkeit von 6000 bis 8000 Ereignissen pro Sekunde vor-
genommen. Für die Separation der Monozyten wurde zunächst anhand des FSC und SSC ein 
Monozytenbereich (gate) festgelegt. Die darin enthaltenen Zellen wurden in vier Untergruppen 
aufgeteilt. Durch ihr spezifisches FITC- und PE-Fluoreszenzmuster und der damit zugrundelie-
genden Verteilung der Oberflächenmoleküle CD14 und CD16 wurden folgende Bezeichnungen 
für die Subpopulationen gewählt: CD14++/CD16- (Sub1 oder klassische Monozyten), 
CD14++/CD16+ (Sub2) und CD14+/CD16+ (Sub3). Diese drei Gruppen wurden für die Sortie-
rung ausgewählt. Um speziell beim Sortieren die CD14++/CD16- von den CD14++/CD16+ gut 
unterscheiden zu können wurde hier die Einstellung der Detektoren und Kompensation so ge-
wählt, dass im Zweifarbenpunktdiagramm (Dot Plot) die CD14++/CD16--Monozyten relativ weit 
Lens
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nach unten verlagert wurden (siehe Abbildung 9, Ergebnisteil). Wie in 1.4. schon angedeutet, 
wurde die vierte Untergruppe (CD14+/CD16-) nicht weiter betrachtet. Die Anteile der Subpopu-
lationen wurden während des Sortierens automatisch mitbestimmt. Die erhaltenen drei Monozy-
tengruppen wurden nach ihren Auffangen in die FACS-Röhrchen bis zum Ansetzen der Zellkul-
turen auf Eis gekühlt. 
Der Reinheitsgehalt in den einzelnen Subpopulationen nach dem Zellsortieren wurde mithilfe 
der Durchflusszytometrie analysiert. Dafür wurde von jeder der erhaltenen Fraktionen ein Teil 
abgetrennt und die Subpopulationsverteilung der darin befindlichen, weiterhin mit CD14-FITC 
und CD16-PE markierten, Monozyten untersucht. Das Prinzip entspricht der oben beschriebe-
nen Fluoreszenzdetektion. Im FSC/SSC wurden dabei eventuell noch vorhandene, andere Zell-
populationen sichtbar. 
 
2.2.5. Isolation und Färbung von CD4+-T-Zellen 
 
2.2.5.1. Isolation mit der MACS®-Säulenseparation 
 
Für die Ansätze der Sekretions- und Prolliferationsassays wurden CD4+-T-Zellen benötigt. Die-
se wurden aus peripheren mononukläeren Zellen gewonnen, welche für die T-Zellen bestimmt 
waren (Abschnitt 2.2.1. bzw. 2.2.2.). Dabei wurde der „CD4+ T Cell Isolation Kit II“ (human) 
eingesetzt. Dieser beruht auf dem Prinzip einer Säulenseparation im Magnetfeld, vergleichbar 
mit Abschnitt 2.2.3.1. Dabei werden zunächst die PBMCs mit einem Biotin-Antikörpergemisch 
inkubiert. Diese ersten Antikörper binden an verschiedenen Oberflächenstrukturen, die nicht auf 
CD4+-T-Zellen vorkommen (z.B. CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ 
und Glycophorin A). Ein zweiter Antikörper ist gekoppelt an ein supramagnetisches Teilchen 
(Microbead) und richtet sich gegen die Biotinkomponente der ersten Antikörper. Die so behan-
delten Zellen werden über eine Trennsäule innerhalb eines Magnetfeldes gegeben. Alle Nicht-
CD4+-T-Zellen bleiben darin hängen und nur die gewünschten T-Zellen laufen aus der Säule 
heraus. 
Die gewaschenen PBMCs wurden in 40 µl TCH-Medium pro 1x107 eingestellt. Danach erfolgt 
eine Zugabe von 10 µl Biotin-Antikörpergemisch auf 1x107 Zellen. Diese wurden für 15 Minu-
ten bei 4°C inkubiert. Darauffolgend wurden die PBMCs mit 30 µl TCH-Medium und 20 µl 
Anti-Biotin-Microbeads pro 1x107 Zellen versetzt und für 20 Minuten bei 4°C verwahrt. Die so 
inkubierten Zellen wurden einmal mit TCH-Medium gewaschen (im Folgenden immer 10 Mi-
nuten, bei 400 g und 4°C). Eine LS-Säule wurde mit TCH-Medium vorgespült. Dann wurden 
die Zellen in TCH-Medium resuspendiert und unter Nachspülung über die Säule gegeben. Die 
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CD4+-Zellen wurden in 15 ml Röhrchen aufgefangen. Es erfolgte eine Bestimmung der vitalen 
CD4+-T-Zellen in der Neubauer-Zählkammer mit Hilfe der Trypanblau-Färbung. 
 
2.2.5.2. CFSE-Färbung der CD4+-T-Zellen 
 
Die CD4+-Zellen aus 2.2.5.1. wurden mit TCH-Medium auf eine Konzentration von 1x107/ml 
gebracht. Diese wurden mit 50 µl CFDA/CFSE-Gebrauchslösung (2 µl CFDA/CFSE-
Stammlösung auf 400 µl TCH-Medium) für genau 10 Minuten bei 37°C im Inkubator gefärbt. 
Dabei diffundiert CFDA in die Zellen und wird durch unspezifische Esterasen in CFSE umge-
wandelt. Dieses CFSE kann die Zelle nicht mehr verlassen, da es mit intrazellulären Proteinen 
reagiert. Die Zellfunktion wird hierbei nicht gestört. Dieses Molekül ist fluoreszenzaktiv (grün-
lich) mit einem vergleichbaren Verhalten wie der FITC-Farbstoff. Bei jeder Zellteilung der T-
Lymphozyten verringert sich der Gehalt pro Zelle um 50 Prozent. Aus der Abnahme der Fluo-
reszenzaktivität kann auf die Höhe der Proliferation geschlossen werden. 
Nach dem Färben wurden die Zellen zweimal im TCH-Medium gewaschen und die Anzahl der 
lebenden Zellen mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt (Trypanblau). Die CFSE-gefärbten 
CD4+-T-Zellen wurden bis zum Ansetzen der Proliferation- und Sekretionsassays auf Eis gela-
gert. 
 
2.2.6. Gewinnung, Stimulierung und Fixierung von T-Zellen für den  
 Zellinteraktionsassay 
 
Die in den folgenden Abschnitten dargestellten stimulierten T-Zellen wurden von den Mitarbei-
tern des Labors der Medizinischen Klinik II, Sektion Rheumatologie, der Universitätsklinik 
Leipzig hergestellt und gemeinschaftlich genutzt. 
 
2.2.6.1. Separation humaner Blutzellen durch Dichtegradientenzentrifugation  
 
Das von einem gesunden Spender erhaltene humane Vollblut wurde mittels Zentrifugation zu 
einem buffy coat verarbeitet. Dieser wurde mit PBS/EDTA 1:7 verdünnt. In 50 ml 
Zentrifugenröhrchen wurden 10 ml Ficoll-PlaqueTM Plus vorgelegt und mit 35 ml des verdünn-
ten buffy coat vorsichtig aufgeschichtet. Die folgenden Schritte entsprechen denen im Abschnitt 
2.2.2.. Die am Ende erhaltenen peripheren mononukleären Blutzellen wurden in PBS/EDTA/ 
Haemaccel 2 % aufgenommen und die Zellzahl mittels Coulter®Z2 bestimmt. 
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2.2.6.2. Isolierung von T-Lymphozyten durch Gegenstrom-Elutriation 
 
Die unter 2.2.6.1. erhaltene Zellsuspension wurde in einen Gegenstrom-Elutriator eingeladen. In 
der Elutriationskammer erfolgt die Auftrennung der Zellen nach deren Größe. Dabei wirken 
zwei entgegengesetzte Kräfte. Zum einen durch die Zentrifugalkraft nach außen (Zentrifugation 
bei 3500 U/min, 10°C) und zum anderen durch den radial nach innen gerichteten Gegenstrom 
des Mediums (PBS/EDTA/Haemaccel 2 %). Durch eine geeichte Pumpe wurde der Gegenstrom 
aufrechterhalten. Hierbei wurde die Fließgeschwindigkeit schrittweise von 23 ml/min auf 
50ml/min erhöht. Damit wurde die Zellsuspension fraktioniert. Die erhaltene T-Zellfraktion 
besteht spenderabhängig aus ca. 70 % T-Lymphozyten (50 % CD4+ und 20 % CD8+) und ca.  
30 % anderen Zellen (15 % NK-Zellen, 15 % B-Zellen, 1 % Monozyten). 
 
2.2.6.3. Stimulation der T-Lymphozyten über CD3 und CD28 
 
Es wurden 75 cm2 Zellkulturflaschen mit Anti-CD3ε-Antikörper beschichtet. Dabei wurden 20 
µl (20 µg) Antikörper auf 6 ml steriles PBS pro Kulturflasche gegeben. Diese Ansätze wurden 
für mindestens 3 Stunden bei 37°C im Inkubator oder bei 4°C im Kühlschrank über die Nacht 
inkubiert. Danach wurden die Kulturflachen mit PBS gewaschen, um die Beschichtungslösung 
zu entfernen. In jede Kulturflasche wurde Zellkulturflaschenmedium gegeben und mit je 0,8 
µg/ml Anti-CD28-Antikörper versetzt. Die aus 2.2.6.2. gewonnen T-Zellen wurden im gleichen 
Medium resuspendiert und auf die Flaschen verteilt. Dabei wurde die Endkonzentration auf 
1x106 Zellen/ml eingestellt. Es folgte eine Stimulationsphase bei 37°C und 5 % CO2 für 2 Tage. 
 
2.2.6.4. Fixierung der humanen T-Lymphozyten mit Paraformaldehyd 
 
Die aus 2.2.6.3. inkubierten T-Zellen (unstimuliert und stimuliert) wurden durch Klopfen vom 
Boden der Kulturflasche gelöst. Diese wurden in 50 ml-Röhrchen verteilt und vom Medium 
abzentrifugiert (nachfolgend immer 10 Minuten, 430 g, 4°C). Es wurde zweimal mit PBS gewa-
schen. Die Zellen wurden pro Kulturflasche enthaltener T-Lymphozyten mit 1 ml PBS und 1 ml 
0,4 % Paraformaldehydlösung (Verdünnung von 2 % PFA mit PBS) versetzt. Bei 37°C wurden 
diese für 4 Minuten ins Wasserbad gestellt. Danach wurden die Röhrchen abzentrifugiert, der 
Überstand verworfen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Mit FCS-Medium wurden 
die T-Zellen auf 4x106/ml eingestellt und für 48 Stunden in den Inkubator (37°C, 5 % CO2) 
gestellt. Die so fixierten Zellen wurden erneut zweimal mit PBS gewaschen und auf ca. 4x106/ 
100 µl konzentriert. 
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2.2.7. Entwicklung der sortierten Monozytenarten zu unreifen  
 dendritischen Zellen (DCs) 
 
Die aus der Zellsortierung erhaltenen Monozytenpopulationen (Abschnitt 2.2.3.3.) wurden in 
Cellgro-Medium aufgenommen und auf einer 48-Wellplatte verteilt. Für die Konzentration 
wurden 0,5x106 Zellen/ml  gewählt. Für die Differenzierung zu unreifen dendritischen Zellen 
wurde die Platte für 5 Tage bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Die nach dieser Frist erhaltenen 
Zellen wurden mit dem Mikroskop Olympus CKX41 und der Digitalkamera Color View I auf-
genommen. 
 
2.2.8. Zellkulturansätze für die Proliferations-/Sekretionssassays und  
 die Zytokinstimulation 
 
2.2.8.1. Ansätze für Proliferationsassays von heterologen CD4+-T-Zellen mit  
 Monozyten bzw. unreifen dendritischen Zellen (allogene MLR) 
 
Die separierten Monozyten bzw. die daraus entwickelten unreifen DCs wurden in TCH-Medium 
überführt und die Anzahl der vitalen Zellen mit Neubauer-Zählkammer (Tryphanblau) be-
stimmt. Es wurde ein Zellverhältnis Monozyten bzw. DCs zu T-Lymphozyten von 1:15 festge-
legt. Pro Subpopulation wurde mindestens eine Vertiefung einer 96-Wellplatte mit je 300 µl 
TCH-Medium angesetzt. TCH wurde verwendet, da es sich hierbei um einen Serumersatz für 
humane Zellen handelt. Dieses ist frei von tierischen Proteinen, welche eventuell die Ergebnisse 
mit beeinflussen könnten. In diesen Medium wurden 2x104 Monozyten bzw. DCs mit 3x105 
heterologen T-Helferzellen (Abschnitt 2.2.5.) zusammengebracht. Dabei handelt es sich um eine 
allogene MLR („mixed leukocyte reaction“). Zusätzlich wurde noch ein Well nur mit 3x105 T-
Zellen in 300 µl TCH-Medium angesetzt (Kontrollansatz ohne Proliferationsstimulus). Die rest-
lichen Vertiefungen wurden mit RPMI 1640/GlutaMAX aufgefüllt (Verdunstungsschutz). Die 
Inkubation wurde bei 37°C und 5 % CO2 für 7 bzw. 14 Tage durchgeführt. Die Zellen aus den 
14-Tagesansätzen der DCs/T-Lymphozyten wurden am Ende ihrer Inkubation mit dem Mikro-
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2.2.8.2. Ansätze für Sekretionsassays von heterologen CD4+-T-Zellen mit  
 Monozyten bzw. unreifen dendritischen Zellen (allogene MLR) 
 
Die separierten Monozyten bzw. die daraus entwickelten unreifen DCs wurden in TCH-Medium 
überführt und Anzahl der vitalen Zellen mit Neubauer-Zählkammer (Tryphanblau) bestimmt. Es 
wurde ein Zellverhältnis Monozyten bzw. DCs zu T-Lymphozyten von 1:15 festgelegt. Pro 
Subpopulation wurde mindestens eine Vertiefung einer 24-Wellplatte mit je 1 ml TCH-Medium 
angesetzt (Gründe siehe 2.2.8.1). Darin wurden 1x105 Monozyten bzw. DCs mit 1,5x106 hetero-
logen T-Helferzellen (Abschnitt 2.2.5.) zusammengebracht (allogene MLR). Zusätzlich wurde 
noch ein Well nur mit 1,5x106 T-Zellen in 1 ml TCH-Medium angesetzt (Kontrollansatz ohne 
Sekretions-/Proliferationsstimulus). Die Inkubation wurde bei 37°C und 5 % CO2 für 7 Tage 
durchgeführt. 
 
2.2.8.3. Ansätze zur Zytokinstimulation 
 
Die separierten Monozytensubpopulationen wurden in FCS-Medium überführt und die Anzahl 
der lebenden Zellen mit der Neubauer-Zählkammer (Trypanblau) bestimmt. Im Rahmen dieser 
Experimente musste FCS-Medium (tierischen Ursprungs) verwendet werden, da sonst keine 
suffiziente Zytokinproduktion zu erwarten gewesen wäre. Es wurden je Monozytenart vier An-
sätze zur Zytokinstimulation auf der einer 96-Wellplatte angelegt. Die Anzahl der Monozyten 
wurde in jedem auf 1x105 Zellen in 200 µl FCS-Medium eingestellt. Im ersten Ansatz wurden 
nur Monozyten im Medium inkubiert (unstimulierte Kontrolle). Des Weiteren wurde ein Well 
mit LPS (100 ng/ml) und eines mit Zymosan (100 µg/ml) angesetzt. Im letzten der vier Ansätze 
wurden stimulierte bzw. aktivierte T-Zellen (Abschnitt 2.2.6.) mit Monozyten zusammenge-
bracht (Zellinteraktionsassay). Das Zellverhältnis Monozyten zu T-Zellen lag bei 1:7. Die An-
sätze wurden für 16 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach dieser Zeitspanne wurden 
ca. 150 µl Überstande je Well abgenommen und bei -80°C eingefroren.  
 
2.2.9. Messung der Sekretions- und Proliferationsassays 
 
2.2.9.1. Messung des Proliferationsverhaltens der CD4+-T-Lymphozyten 
 
Für die Messung der Proliferation in Verbindung mit der Expression von bestimmten Oberflä-
chenmolekülen wurden Proliferationsassays durchgeführt. Dabei lassen sich verschiedene Un-
tergruppen von T-Lymphozyten anhand ihrer Oberflächenmarker unterscheiden. Die CFSE-
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Färbung bzw. deren Abnahme (Abschnitt 2.2.5.2.) diente als Indikator für das Ausmaß der Pro-
liferation. Als Oberflächenmoleküle wurden CD4 (allgemeiner T-Helferzellmarker), CD25 
(Marker für aktivierte T-Zellen) und CD45 RA (Marker für naive T-Zellen) mittels Antikörper 
fluoreszenzmarkiert. So konnte sowohl das Proliferationsverhalten als auch die Induktion dieser 
Untergruppen ausgewertet werden. 
Die für den Proliferationsassay vorgesehenen Ansätze (Abschnitt 2.2.8.1) wurden zunächst 
zentrifugiert (2 Minuten 430 g, 4°C). Alle Monozyten/T-Zellansätze und die Kontrollen wurden 
in je 200 µl FACS-Puffer resuspendiert. Jeder dieser Ansätze wurde auf zwei FACS-Röhrchen 
verteilt (100 µl pro Röhrchen). In das erste Röhrchen wurden 1 µl Anti-CD4-PC5-Antikörper 
und 2,5 µl Anti-CD25-PE-Antikörper pipettiert (1. Auswertung). In das Zweite wurden 1 µl 
Anti-CD4-PC5Antikörper und 1 µl Anti-CD45 RA-PE-Antikörper gegeben (2. Auswertung). 
Diese Ansätze wurden bei 4°C für 30 Minuten im Kühlschrank inkubiert. Danach wurden alle 
Röhrchen mit je 2 ml FACS-Puffer gewaschen (10 Minuten, 430 g, 4°C). Die Überstände wur-
den verworfen und jeder Ansatz wurde mit 200 µl Fixierpuffer versetzt. Die Proben wurden mit 
Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. 
 
2.2.9.2. Messung der IFN-γ- und IL-4-Sekretion von CD4+-T-Lymphozyten 
 
Für die Messung der Sekretion in Verbindung mit dem Proliverationsverhalten wurden fertige 
Assay-Kits (Detektion und Anreicherung) verwendet. Das Prinzip, die Durchführung sowie die 
Auswertung sind für IFN-γ und IL-4 gleich (siehe auch Abbildung 6). 
Bei einem Sekretionsassay werden die Zellen, welche ein bestimmtes Zytokin sezernieren (z.B. 
T-Zellen), mithilfe verschiedener Antikörper detektiert. Zunächst bindet ein erster Antikörper 
über CD45 (allgemeines Leukozyten-Antigen, LCA) an die Oberfläche der Zellen. Dieser erste 
Antikörper („Catch-Antikörper“) ist ein Konjugat aus einem Anti-CD45-Antikörper (IgG2a) 
und einem Anti-IFN-γ-Antikörper (IgG1) bzw. Anti-IL-4-Antikörper (IgG1). Nach dessen Bin-
dung kann innerhalb einer bestimmten Zeitspanne die zu untersuchende Zellart ihre Zytokine 
abgeben. Der für den Antikörper spezifische Mediator wird dabei durch den Catch-Antikörper 
fixiert. Durch Zugabe eines zweiten Antikörpers (Detektions-Antikörper) wird das am Catch-
Antikörper befindliche Zytokin erneut gebunden. Dieser Detektions-Antikörper ist mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff (PE) versehen. Mit diesem Signal kann der Anteil der sekretierenden Zel-
len in der Durchflusszytometrie (FACS) ermittelt werden. Die Zellen erscheinen dabei als Zyto-
kin positiv oder negativ. Durch einen Anti-PE-Antikörper (Microbead-Antikörper) können über 
eine magnetische Säulenseparataion die für das Zytokin positiven Zellen zurückgehalten bzw. 
angereichert werden. Die festgehaltenen Zellen lassen sich außerhalb des Magnetfeldes wieder 
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aus der Säule lösen. Da in der vorliegenden Arbeit keine Ergebnisse über diese angereicherten 













Abb. 6: Prinzip des Sekretionsassays (in Anlehnung an Miltenyi Biotec). 1. Bindung des Catch-AK an CD45. 2. Se- 
kretionsphase (IFN-γ bzw. IL-4). 3. Fixierung des Zytokins durch den Catch-AK. 4. Koppelung des Detektions-AK 
(PE-markiert) an das durch den Catch-AK fixierte Zytokin. 5. Der Microbead-AK bindet an das PE des Detektions-
AK (optional, nur für  eine MACS-Anreicherung notwendig). Damit erscheinen IFN-γ/IL-4 sekretierende Zellen in 
der FACS-Analyse als PE-positiv. Für weitere Details siehe Text. 
 
Die für den Sekretionsassay vorgesehenen Ansätze (Abschnitt 2.2.8.2.) wurden mit BSA-Puffer 
aus der Platte abgenommen und in unterschiedliche FACS-Röhrchen überführt. Danach wurden 
die Zellen zweimal mit BSA-Puffer gewaschen (nachfolgend immer 8 Minuten, 430 g, 4°C). 
Die zentrifugierten Zellen wurden je Röhrchen in 80 µl kalten RPMI/GlutaMAX (4°C) 
resuspendiert. Pro FACS-Röhrchen wurde 20 µl Catch-Antikörper hinzugegeben und diese für 7 
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden den Zellen je FACS-Röhrchen 1,4 ml warmes 
RPMI/GlutaMAX (ca. 30°C) zugeführt. Die Röhrchen wurden verschlossen und in den MACS-
Rotator eingespannt. Für 45 Minuten, bei 37°C und 5 % CO2 wurden die Proben im Inkubator 
platziert (Sekretionsphase). Dabei wurde der MACS-Rotator auf langsame Drehung eingestellt. 
Nach dieser Zeit wurden die Röhrchen für 5 Minuten komplett auf Eis gestellt (Stabilisierung 
der Bindung). Anschließend wurden die Proben einmal mit BSA-Puffer gewaschen und die 
Überstände verworfen. Die Zellen wurden in 80 µl kaltem RPMI/GlutaMAX aufgenommen und 
mit je 20 µl Detektions-Antikörper versetzt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 4°C 
wurden die Proben mit BSA-Puffer gewaschen. Die Überstände wurden verworfen, die Zellen 
mit je 80 µl kalten RPMI/GlutaMAX versetzt und 20 µl Anti-PE-Antikörper/Microbeads hinzu-
gefügt. Danach wurden die Proben für 20 Minuten bei ca. 4°C inkubiert und erneut mit BSA-
Puffer gewaschen. Die Magnetanreicherung wurde für einen Teil der Zellen durchgeführt und 
diese anschließend mit dem FACS gemessen. Die Daten wurden aber nicht in die engere Aus-
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wertung mit einbezogen. Der andere Teil der Zellen wurde in 400 µl BSA-Puffer gelöst und 
ebenfalls mithilfe der Durchflusszytometrie umgehend analysiert. Dabei kann, bedingt durch die 
CFSE-Färbung der CD4+-T-Lymphozyten, die Proliferation gekoppelt mit dem Sekretionsver-
halten (PE-Färbung durch den Zytokinassay) dargestellt werden. 
Die nur CD4+-T-Zellen enthaltenden Kontrollansätze wurden ohne Assay gemessen (nur CFSE-
Färbung). Das sich hierbei ergebende Bild entspricht dem einer Negativkontrolle. Durch dieses 
Vorgehen wurde die Festlegung der Quadranten/Regionen (Auswertung), auch bei Kompensati-
on- und Einstellschwierigkeiten, erreicht. Gleichzeitig wurden die sich dabei als falsch positiv 
ergebenden Zellen sichtbargemacht. Dieser Fehler kann nun bei der Einschätzung der Messwer-
te mit berücksichtigt werden. Zusätzlich wurde eine Darstellung der Proliferationsrate (über 
CFSE) ohne Monozyten möglich. 
 
2.2.9.3. Durchflusszytometrie und Auswertung  
 
Die in beiden Assays bearbeiteten Zellen wurden mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS) 
analysiert. Das zugrunde liegende Prinzip ist das Gleiche wie beim Zellsortieren. Durch einen 
Laser (z.B. 488 nm) werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und emittieren ein bestimmtes 
Wellenspektrum. Dieses wird, wie in Abschnitt 2.2.3.3. beschrieben, detektiert. Die digitale 
Verarbeitung ermöglicht nun die Analyse und die optische Darstellung der Zellpopulationen. 
Eine echte in vitro Separation wie beim Zellsortieren erfolgt nicht. Die Zellen werden also nur 
fluoreszenzoptisch getrennt. Im Proliferationsassay wurde dabei eine zusätzliche Fluoreszenz-
farbe eingesetzt. Um die CD4-Moleküle (T-Lymphozyten) von der CFSE-Färbung (Proliferati-
on) und der CD25/45 RA-PE-Markierung zu unterscheiden wurde PC5 (Phycoerythrin-Cyanin) 
gewählt. Es handelt sich um eine Verbindung des Farbstoffs PE mit Cyanin 5.1. Dabei wird 
zunächst das PE angeregt. Dieses überträgt seine Energie auf das Cyanin, welches dadurch zur 
Emission von Photonen gebracht wird. Es resultiert ein Emisionsmaximum bei 670 nm (rötlich).  
In der Auswertung der Sekretions- und Proliferationsassays wurde die Zellproliferation (CFSE) 
gegen die PC5/PE-markierten Moleküle bzw. Zytokine aufgetragen. Dabei wurde im Prolifera-
tionsassay zur Analyse der Auftragung CFSE gegen CD4 bzw. CD25 der Ansatz CFSE/CD4-
PC5/CD25-PE verwendet (1. Auswertung). Der Ansatz CFSE/CD4-PC5/CD45 RA-PE wurde 
nur zur Untersuchung CFSE gegen CD45 RA benutzt (2. Auswertung). Bei beiden wurden nur 
die CD4+-Zellen für die Analyse der CD25- bzw. CD45 RA-Expression herangezogen. Dagegen 
wurde im Sekretionsassay nur CFSE gegen IFN-γ- bzw. IL-4-PE ausgewertet. In beiden Assays 
wurde hierzu der Dot Plot angewandt. Zunächst wurde ein FSC/SSC-Diagramm erstellt. Über 
die Region der T-Lymphozyten wurde eine Markierung („gate“) gelegt, um diese zu definieren. 
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Abb. 7: Beispielhafte Darstellung eines Zweifarbenpunktdiagramms (Dot Plot) zur Analyse CFSE gegen Anti-CD4-
PC4 im Rahmen einer Auswertung eines Prolifeationsassays im FACS. Die im FSC/SSC definierten T-Zellen (R2) 
werden im Dot Plot dargestellt, welcher in bestimmte Quadranten (A-D) eingeteilt ist. In ähnlicher Weise erfolgte 
auch die Auswertung im Sekretionsassay, bei dem vergleichbare Quadranten bzw. Regionen festgelegt wurden. 
 
 
Als Besonderheit wurde beim Proliferationsassy zunächst CFSE gegen CD4-PC5 aufgetragen 
und so selektiv die CD4+-Zellen bestimmt. Diese wurden in einen weiteren Plot zur endgültigen 
Analyse (CFSE vs. CD25 bzw. CD45 RA) dargestellt (siehe Tafel V und VI mit einem Beispiel 
zur Auswertung eines Proliferationsassays, im Anhang ab S.116). Die erhaltenen Punktdia-
gramme wurden in vier Quadranten aufgeteilt (siehe Abbildung 7). War dies nicht möglich, 
wurden entsprechend analoge Regionen definiert. Nur diese wurden dann bei der Auswertung 
betrachtet. Die in den festgelegten Quadranten/Regionen befindlichen Zellen wurden als Anteil 
(%) der im FSC/SSC-Diagramm definierten T-Zellen bzw. der selektiv betrachteten CD4+-
Zellen angegeben. Durch Kombination der einzelnen Quadranten/Regionen konnten Parameter 
abgeleitet werden, welche das Sekretions- und Proliferationsverhalten beschreiben (siehe auch 
Abbildung 7): 
 
• Gesamtproliferation (%):     = A + C 
• CD-/Zytokin-positive Zellen (%):    = A + B 
• Proliferierte und CD-/Zytokin-positive Zellen (%):  =    A 
• Proliferierte und CD-/Zytokin-negative Zellen (%):  =    C 
 
Die genannten vier Parameter wurden, wenn nötig, immer angegeben. Mit diesen lässt sich das 
Zellverhalten in den Assays gut wiedergeben. Alle anderen Quadranten und mathematischen 
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den durchgeführt, lieferten aber keinen zusätzlichen Informationsgewinn. Deshalb wurde auf 




Da in der Analyse der Proliferationsassays nur die CD4+-T-Zellen für die Darstellung von CFSE 
gegen CD25 bzw. CD45 RA verwendet wurden, ergibt sich eine Besonderheit: Der Anteil der 
proliferierten Zellen unter den CD4+-Zellen (A/(A + B) entsprechend Abbildung 7) entspricht 
dem Wert der Gesamtproliferation in der CFSE/CD25-PE Auswertung. Für die Analyse 
CFSE/CD45 RA-PE trifft dies ebenfalls zu. Des Weiteren können sich kleinere Abweichungen 
zwischen der 1. und 2. Auswertungen ergeben. Dies ist durch die Messung aus einem anderen 
CFSE/CD4-PC5-Ansatz bedingt (siehe oben).  
 
2.2.10. Untersuchung von unreifen dendritischen Zellen auf bestimmte  
   Oberflächenmoleküle 
 
Die in 2.2.7. erhaltenen Subpopulationen unreifer dendritischer Zellen (Sub-DCs) wurden mit-
hilfe der Durchflusszytometrie auf die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle unter-
sucht. Dabei wurde HLA-DR, CD86, CD80, CD1a, CD11c und CD83 bestimmt. Die verwende-
ten Antikörper und ihre Fluoreszenzfarbstoffe wurden in Abschnitt 2.1.6. angegeben. Für jeden 
Fluoreszenzantikörper (PE oder PC5) wurde einmal eine Isotypenkontrolle („Maus IgG1, κ 
Isotyp Kontrolle“-PE) gemessen. Dabei handelt es sich um einen monoklonalen Antikörper, 
welcher keine spezifischen Bindungen zu Zellstrukturen aufweist. So lässt sich unspezifisches 
Bindungsverhalten erkennen und ein Bereich definieren, ab den die Zellen als positiv für ein 
Oberflächenmolekül angesehen werden. 
Die dendritischen Zellen der jeweiligen Subpopulationen wurden aufgeteilt. Für einen Isotyp 
bzw. die Bestimmung eines Oberflächenmoleküls wurden ca. 1x105 Zellen benötigt. Diese wur-
den in FACS-Röhrchen mit je 100 µl PBS/EDTA aufgenommen. In jedes wurden 10 µl des 
entsprechenden Antikörpers pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten wurden die An-
sätze einmal mit ca. 2 ml FACS-Puffer gewaschen (10 Minuten, 430 g, 4°C). Die Überstände 
wurden verworfen und die Zellen in jedem Röhrchen mit 200 µl Fixierpuffer resuspendiert. 
Danach wurden die Proben der einzelnen Subpopulationen mit der Durchflusszytometrie analy-
siert. Die Bestimmung wurde als Einzelfarbenmessung durchgeführt. Zunächst wurden die un-
reifen dendritischen Zellen im FSC/SSC durch eine Markierung eingegrenzt. Nur die darin ent-
haltenen Zellen wurden als Histogramm abgebildet, d.h. die Intensität der Fluoreszenz gegen die 
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Anzahl der dazugehörigen Zellen aufgetragen. Mit Messung der jeweiligen Isotypenkontrolle 
wurde zuvor der Bereich ermittelt, indem Zellen als positiv betrachtet werden. Die sich darin 
befindenden Zellen wurden als Anteil (%) an den gesamten dendritischen Zellen angegeben. Als 
Zweites wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) ermittelt. Sie gibt die durchschnittliche 
Fluoreszenzstärke eines Signals innerhalb der gesamten gemessenen dendritischen Zellen an. 
Diese wurde für alle Proben automatisch mit bestimmt.  
 
2.2.11. Messung der Zytokinproduktion mittels Enzyme-Linked  
  Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
 
2.2.11.1. Allgemeines Prinzip 
 
Die in 2.2.8.3. gewonnen Proben wurden mit dem Sandwich-ELISA auf ihre Konzentration an 
verschiedenen Zytokinen untersucht. Dabei wurde TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-10 be-
stimmt. Die dafür verwendeten kommerziellen ELISA-Sets sind in Abschnitt 2.1.9. genannt.  
Zunächst wird dabei eine spezielle Mikrotiterplatte mit einem Antikörper beschichtet. Dieser 
erste Antikörper richten sich gegen das zu untersuchende Protein bzw. Zytokin („Capture-
Antikörper“). Wird nun auf die Platte der verdünnte Überstand aus den Zellkulturen gegeben, 
kann das für den Capture-Antikörper spezifische Protein fest gebunden werden. Um diesen 
Komplex zu detektieren, wird die Platte mehrfach gewaschen und danach das Detektions-
konjugat hinzugegeben. Dieses enthält einen zweiten Biotin-markierten Antikörper (Detektions-
antikörper). An dieses Biotin wurde zuvor Streptavidin fixiert, welches an eine Meerrettichpe-
roxidase angeheftet ist. Zusammengefasst handelt es sich dabei also um einen Antikörper-
Biotin-Streptavidin-Peroxidase-Komplex. Über die Antikörperkomponente bindet das 
Detektionskonjugat an ein weiteres Epitop des gebundenen Zytokins (Antikörper-Protein-
Detektionsantikörper-Komplex, „Sandwichprinzip“). Es folgen mehrere Waschschritte. Nach 
Zugabe einer Substratlösung wird diese von der Peroxidase zu einem farbigen Produkt umge-
setzt (Prinzip siehe Abbildung 8). Der entstehende Farbumschlag kann fotometrisch bestimmt 
werden. Die Zytokinkonzentration in der Verdünnung ist dabei proportional zur Farbintensität. 
Über einen gleichzeitig gemessenen Proteinstandard kann eine Eichkurve ermittelt werden. Mit 
dieser kann auf die Zytokinkonzentration in der Verdünnung, und damit auch im Zellkultur-
überstand, geschlossen werden. 
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Abb. 8: Prinzip des verwendeten Sandwich-ELISAs. A) Die im Well fixierten Capture-AK binden das entsprechende 
Zytokin. B) Der Antikörper-Biotin-Streptavidin-Peroxidase-Komplex koppelt an das gebundene Zytokin. C) Die 
Substratlösung wird von der Peroxidase zu einem farbigen Produkt umgesetzt, welches fotometrisch bestimmt wer-




2.2.11.2. Durchführung und Auswertung 
 
Bei der Durchführung wurden die Herstelleranweisungen beachtet und deren Protokoll, in mo-
difizierter Form, verwendet. 
Am ersten Tag des ELISAs wurden zunächst die Platten beschichtet. Zur Anwendung kamen 
dabei Maxisorp-Platten mit je 96-Well. Für jedes Zytokin wurde eine gesonderte Platte verwen-
det. Die entsprechenden Capture-Antikörper wurden im passenden Bindungspuffer 1:250 ver-
dünnt (40 µl Antikörper auf 10 ml Puffer). In jede der zu beschichtende Vertiefung wurden 100 
µl pipettiert. Diese Platten wurden bei 4°C für 10-16 Stunden inkubiert. 
Nach dieser Inkubation wurden am zweiten Tag die Platten ausgeschlagen und dreimal mit 
PBS-Tween 0,05 % gewaschen (200 µl pro Well). Die erneut ausgeschlagenen Platten wurden 
danach mit 100 µl Probenpuffer je Vertiefung geblockt. Dazu wurden sie eine Stunde bei Raum-
temperatur auf dem Schüttler inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Proben und der 
Zytokinstandard im FCS-Medium verdünnt. Die Verdünnung des Standards wurde, entspre-
chend dem jeweiligen Zytokin, nach den Herstellerangaben durchgeführt. So wurde eine spezi-
fische Standardverdünnungsreihe hergestellt. Die Proben wurden so verdünnt, dass ihre später 
gemessenen Werte innerhalb des linearen Anteils der Standardkurve lagen: 
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• TNF-α:  Sub 1:   1:15 und 1:30 ( LPS, Zymosan, Kontrollen) 
Sub2 und 3:  1:20 und 1:40 ( LPS, Zymosan, Kontrollen) 
Sub1 und 3:  1:5 und 1:10 (stimulierte T-Zellen) 
Sub2:   1:10 und 1:15 (stimulierte T-Zellen) 
 
• IL-1β:  Sub1, 2 und 3:  1:15 und 1:30 (Kontrolle) 
Sub1, 2 und 3:  1:10 und 1:20 (stimulierte T-Zellen) 
Sub1, 2 und 3:  1:50, 1:100, 1:150 und 1:200 (LPS, Zymosan) 
 
• IL-6:  Sub1, 2 und 3:  1:500 und 1:1000 (für alle Ansatzarten) 
 
• IL-8:  Sub1, 2 und 3:  1:1500 und 1:3000 (für alle Ansatzarten) 
 
• IL-10:  Sub1, 2 und 3:  1:10 (für alle Ansatzarten) 
 
Die geblockten Platten wurden einmal mit 0,05 %igen PBS-Tween gewaschen (200 µl pro 
Well) und ausgeschlagen. Proben und Standard wurden in einer bestimmten Anordnung auf die 
Platten übertragen (100 µl der jeweiligen Verdünnung pro Well). Alle wurden in Doppelbe-
stimmung durchgeführt. Zusätzlich zu jeder Standardverdünnungsreihe wurden noch zwei 
Wells mit reinem FCS-Medium aufgetragen (Nullstandard). Die Platten wurden für 2 Stunden 
bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Danach wurden die Maxisorp-Platten ausge-
schlagen und fünfmal mit PBS-Tween 0,05 % gewaschen.  
Zur Herstellung des Detektionskonjugats wurden Detektionsantikörper und Enzymreagenz in 
Probenpuffer 1:250 gemischt (40 µl Antikörper + 40 µl Reagenz auf 10 ml Puffer). Nur beim 
IL-10-ELISA wurde der Detektionsantikörper 1:500 verdünnt (20 µl Antikörper + 40 µl Rea-
genz auf 10 ml Puffer). Auf die ausgeschlagenen Platten wurden je 100 µl Detektionskonjugat 
gegeben und diese für eine Stunde auf dem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wurden die Platten fünfmal mit 0,1 %igen PBS-Tween gewaschen und ausgeschlagen. 
Die Substratlösung wurde wie in Abschnitt 2.1.8 beschrieben hergestellt und in die leeren Ver-
tiefungen pipettiert (100 µl pro Well). Nach einer kurzen Wartezeit wurde die Enzym-Substrat-
Reaktion mit Stopplösung (50 µl pro Well) beendet. Die Platten wurden umgehend bei 450 nm 
im ELISA-Reader gemessen (optische Dichtemessung). 
Bei der Auswertung wurden die Messwerte der Kontrollen (Nullwert, Monozyten ohne Stimu-
lus) von denen der entsprechenden Ansätze abgezogen. 
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2.2.12. Statistische Methoden  
 
Zur Auswertung wurden nur Daten verwendet bei denen alle drei Subpopulationen vom selben 
Spender vorhanden waren. So konnten die Differenzen zwischen den Monozyten/DC-Ansätzen 
eines Spenders mit denen anderer mathematisch verrechnet werden. Deshalb wurden aus-
schließlich gepaarte (verbundene) statistische Tests verwendet. Für normalverteilte Werte wur-
de der gepaarte t-Test durchgeführt. Für nicht normalverteilte Daten wurde der nicht parametri-
sche Wilcoxon-Test berechnet. Die Entscheidung für bzw. gegen Normalverteilung wurde mit 
Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests getroffen. Es ist angegeben welcher Test verwendet wur-
de. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert von p < 0,05 angenommen. Die Er-
gebnisse sind als Mittelwert (0) ± Standardabweichung (s) dargestellt. Da der Wilcoxon-Test 
verwendet wurde, ist meist zusätzlich der Median in Klammern mit angegeben. Für die Analyse 
der erhobenen Daten wurden die Programme SigmaStat bzw. SigmaPlot verwendet. 
 
Zusammenfassung des Kapitels Material und Methoden 
Tafel I 
 Untersuchng der unreifen Sub-DCs  























Inkubation für 7 bzw. 14 Tage  
 
Venöse Blutentnahme  Venöse Blutentnahme  Venöse Blutentnahme  
Gewinnung der PBMCs für 
         T-Zellseparation  
 
Gewinnung der PBMCs für 
         T-Zellseparation  
Gewinnung der PBMCs für 
  Monozytenseparation 
Isolation der heterologen CD4+ T-Zellen  
        mit der MACS-Säulenseparation  
Isolation der heterologen CD4+ T-Zellen  
        mit der MACS-Säulenseparation  
Säulenvorseparation (Abtrennen von CD3+, CD19+  
  u. CD56+ Zellen) u. Markierung mit Anti-CD14-  
               FITC und  Anti-CD16-PE 
   Zellsortierung  und Gewinnung der Monozyten- 
 subpopulationen: CD14++/CD16-, CD14++/CD16+ 
und CD14+/CD16+ 
    Ansätze für Zytokinstimulation (LPS, Zymosan,  
               Zellinteraktionsassay u. Kontrollen)  
Abnahme der Überstände nach 16  
  Stunden und einfrieren bei -80°C  
Zytokinbestimmung mit der ELISA-Technik 
    (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 u. IL-10)  
CFSE-Färbung der CD4+ T-Zellen  
Ansätze für Proliferations- u. Sekretions- 
  assays (Monozyten/T-Zellen: 1/15) als  
                      allogene MLR  
    Durchführung der Proliferations- u. 
 Sekretionsassays entsprechend Protokoll  
Messung der Proliferation bzw. Induktion 
verschiedener T-Zellsubpopulationen und 
Erfassung der Sekretion (IFN-γ, IL-4) am 
                      FACS  
   Durchführung der Proliferations- u.  
Sekretionsassays entsprechend Protokoll  
Messung der Proliferation bzw. Induktion 
verschiedener T-Zellsubpopulationen und 
Erfassung der Sekretion (IFN-γ, IL-4) am 
                             FACS 
Inkubation für 7 bzw. 14 Tage  
CFSE-Färbung der CD4+ T-Zellen  
   Entwicklung der Monozytenarten zu  
unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) 
   und Fotoaufnahme aus der Zellkultur  
Ansätze für Proliferations- u. Sekretions- 
      assays (Sub-DC/T-Zellen: 1/15) als  






3.1. Ergebnisse der Methodenetablierung zur Trennung der 
  Monozytensubpopulationen 
 
3.1.1. Anteile der Monozytensubpopulationen vor dem Zellsortieren 
 
Bevor die die Monozyten endgültig in ihre einzelnen Subpopulationen aufgeteilt wurden, muss-
ten diese anhand ihres Fluoreszenzmusters bestimmt und eingeordnet werden. Dies geschah 
automatisch während des Zellsortierens nach den Prinzipien der Durchflusszytometrie (siehe 
Abschnitt 2.2.3.3.). Dabei wurde zunächst innerhalb der PBMCs die Monozytenpopulation ein-
gegrenzt. Diese entspricht im FSC/SSC einem definierten Bereich und kann von den übrigen 
Zellgruppen unterschieden werden (siehe Abb. 9A). Die so ermittelten Monozyten können 
durch ihr CD14- und CD16- Expression auf der Zelloberfläche weiter unterteilt werden. Diese 
Expressionsunterschiede werden durch das resultierende Fluoreszenzmuster aus Anti-CD14-
FITC und Anti-CD16-PE bestimmt. In dem hieraus entstehenden Dot Plot lassen sich folgende 
vier Subpopulationen von Monozyten unterscheiden: CD14++/CD16- (Sub1 oder klassische 
Monozyten), CD14++/CD16+ (Sub2), CD14+/CD16+ (Sub3) und CD14+/CD16- (siehe Abb. 9B). 
 









Abb. 9: Darstellung einer repräsentativen FACS-Messung während des Zellsortierens. A) FSC/SSC der gemessenen 
PBMCs mit eingegrenzten Monozytenbereich (R1). B) Dot Plot der in R1 festgelegten Monozyten: CD14-FITC 
gegen CD16-PE. Aufteilung der Monozytensubpopulationen in verschiedenen Quadranten (CD14++/CD16- = Sub1, 
CD14++/CD16+ = Sub2, CD14+/CD16+ = Sub3 und CD14+/CD16-). Um Sub1 von Sub2 während des Sortierens 
gut zu unterscheiden wurde durch Einstellung der Detektoren und Kompensation u.a. Sub1 relativ weit nach unten 



















































Von zehn Zellsortierungen wurden die Anteile der Subpopulationen innerhalb der Gesamt-
monozyten der gemessenen PBMCs analysiert. Der Anteil der CD14++/CD16- betrug im Mittel 
77,3 ± 6,3 %. Die CD14++/CD16+-Fraktion umfasste 8,1 ± 3,1 % und die der CD14+/CD16+ 8,9 
± 4,1 % aller Monozyten. Die vierte Untergruppe machte eine Menge von 6,0 ± 1,7 % aus (Abb. 
10). Die ersten drei Subpopulationen wurden für die Zellsortierung ausgewählt und anhand ihrer 
CD14/CD16-Verteilung getrennt. Sie wurden für die weiteren Experimente verwendet. Die 












Abb. 10: Anteile der Subpopulationen an den Gesamtmonozyten der PBMCs. Die Monozyten wurden mit Anti-
CD14-FITC und Anti-CD16-PE gefärbt. Analysen der Anteile während des Zellsortierens entsprechen der in Abb. 9 
gemachten Kriterien. Es wurden 10 verschiedene Sortierungen untersucht. Angaben in Prozent (0 ± s). 
 
3.1.2. Reinheitsgehalt der erhaltenen Monozytenfraktionen 
 
3.1.2.1. Reinheit nach dem Zellsortieren ohne Säulenvorseparation  
 
Zunächst wurde die Zellsortierung mit dem Hochgeschwindigkeitssorter/FACS durchgeführt, 
ohne zuvor die CD3+, CD19+ und CD56+-Leukozyten mittels der in 2.2.3.1. beschriebene Vor-
separation abzutrennen. Die so erhaltenen Fraktionen wurden mit der Durchflusszytometrie 
untersucht, um den Reinheitsgehalt zu ermitteln (n = 2). Dabei wurde erneut ein Monozyten-
bereich festgelegt und die darin enthaltenen Zellen entsprechen CD14/CD16-Expression analy-
siert (siehe Abbildung 11). 
Der Anteil der CD14++/CD16--Monozyten, in der als Subpopulation 1 bezeichneten Fraktion, 
betrug dabei 98,2 ± 0,3 %. Die gewonnene Subpopulation 2 enthielt zu 52,0 ± 6,2 % 
CD14++/CD16+ und zu 41,2 ± 6,4 % CD14++/CD16--Monozyten. Die Menge der CD14+/CD16+ 
in der abgetrennten Subpopulation 3 umfasste 79,4 ± 0,3 % der Zellen. Die weiteren Anteile 




FSC/SSC eine deutliche Lymphozyten/NK-Zellpopulation auf (Abbildung 11, als R2 einge-
grenzter Bereich). Diese sollte eigentlich nach den Sortierkriterien nicht enthalten sein. 
 















Abb. 11: Anteile der einzelnen Monozytenarten in den erhaltenen Subpopulationen (Reinheitsgehalt) ohne Vorsepa-
ration. Die nach dem Zellsortieren erhaltenen Fraktionen wurden mit dem FACS analysiert. Obere Reihe: FSC/SSC 
der Subpopulationen mit Monozyten (R1)- und Lymphozyten/NK (R2)-Bereich. Untere Reihe: Anteile der in R1 
befindlichen Monozytenarten in der erhaltenen Subpopulation (definiert nach CD14/CD16). Darstellung einer von 
zwei Messungen. Angaben in Prozent.  
 
3.1.2.2. Reinheit nach dem Zellsortieren mit Säulenvorseparation  
 
Um die Qualität und Effektivität des Zellsortierens zu verbessern, wurde vor dem Sortieren die 
unter 2.2.3.1.beschriebene MACS-Säulenseparation durchgeführt. Die erhaltenen Subpopulatio-
nen wurden mit der Durchflusszytometrie analysiert. Der Reinheitsgehalt wurde in drei Versu-
chen, wie unter 3.1.2.1. beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse einer dieser FACS-Analysen ist 
in Abbildung 12 dargestellt. 
In der Subpopulation 1 betrug der Anteil der CD14++/CD16--Monozyten 99,0 ± 0,8 %. Die 
CD14++/CD16+-Zellen waren in Subpopulation 2 zu 87,3 ± 4,7 % vertreten. In dieser Fraktion 
konnte der Anteil der CD14++/CD16--Monozyten auf 4,6 ± 1,6 % gesenkt werden. Der Anteil 
der CD14+/CD16+ blieb in dieser Population nahezu unverändert bei 7,7 ± 3,3 %. In Subpopula-











 in Tabelle 2 zusammengefasst. Eine ausgeprägte Lymphozyten/NK-Zellpopulation ließ sich in 
allen FSC/SSC nicht mehr finden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dieses Verfahren weiter 
verwendet. 
 















Abb. 12: Anteile der einzelnen Monozytenarten in den erhaltenen Subpopulationen (Reinheitsgehalt) mit Vorsepara-
tion. Nach dem Zellsortieren erhaltenen Fraktionen wurden mit dem FACS analysiert. Obere Reihe: FSC/SSC der 
Subpopulationen mit Monozyten (R1)- und Lymphozyten/NK (R2)-Bereich. Untere Reihe: Anteile der in R1 befind-
lichen Monozytenarten in der erhaltenen Subpopulation (definiert nach CD14/CD16). Darstellung einer von drei 
Messungen. Angaben in Prozent.  
 
 
Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse über die Analyse der Monozytenarten in den  
     erhaltenen Subpopulationen nach dem Zellsortieren (ohne/mit Vorseparation) 
 
Anteile der verschiedenen Monozytenarten in den einzelnen Subpopulationen 
 Erhaltene Subpopulationen nach dem Zellsortieren 
 Sub 1  Sub 2  Sub 3  Ohne Vorseparation (n=2)    
Angaben in % (0 ± s)       
       
CD14++/CD16- 98,2±0,3  41,2±6,4  8,5±4,0  
CD14++/CD16+ 0,3±0,2  52,0±6,2  9,4±2,5  
CD14+/CD16+ 0,5±0,3  5,4±0,3  79,4±0,3  
CD14+/CD16- 1,0±0,2  1,3±0,5  2,7±1,2  
       
Mit Vorseparation (n=3)       
Angaben in % (0 ± s)       
       
CD14++/CD16- 99,0±0,8  4,6±1,6  1,3±1,1  
CD14++/CD16+ 0,5±0,4  87,3±4,7  1,6±1,4  
CD14+/CD16+ 0,2±0,2  7,7±3,3  96,6±0,2  
CD14+/CD16- 0,3±0,2  0,4±0,2  0,4±0,2  
       
       





























































3.2. Ergebnisse der Monozytenexperimente 
 
3.2.1. Proliferation von CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit allogenen 
    Monozytensubpopulationen betrachtet über 7 Tage 
 
3.2.1.1. Proliferation der CD4+-T-Zellen 
 
Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der mit CFSE-markierten CD4+-T-Zellen in der 
Gegenwart verschiedener Monozytensubpopulationen wurden Proliferationsassays als allogene 
MLR durchgeführt (n = 8). Nach 7 Tagen Inkubation lag die Gesamtproliferation der T-Zellen 
im Ansatz der CD14++/CD16--Monozyten bei 8,6 ± 9,2 %. Im Gegensatz dazu erhöhte sich die-
ser Anteil bei den CD14++/CD16+ auf 18,9 ± 6,4 %. Im Ansatz der CD14+/CD16+-Monozyten 
umfasste die Proliferation 20,8 ± 7,3 % aller T-Zellen. Der Unterschied zwischen Sub1 und 
Sub2-Ansätzen ist mit p = 0,043 als signifikant anzusehen (Abbildung 13) Die Differenz zwi-















Abb. 13: Gesamtproliferation der T-Lymphozyten im Proliferationsassay mit verschiedenen Monozytensubpopula-
tionen als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die verwende-
ten Monozytenarten sind angegeben. Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontroll-
ansatz handelt es sich um CD4+T-Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Angegeben sind Mit-
telwert ± Standardabweichung in Prozent. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt. Wenn nicht anders angegeben 





In den allen 7-Tagesansätzen waren die T-Lymphozyten zu über 94 % CD4-positiv. Unterschie-
de zwischen den Ansätzen und der Kontrolle bestanden nicht. 
Im Sub1-Proliferationsassay umfasste die die Menge der proliferierten und CD4-positiven Zel-
len 7,3 ± 8,0 %. Mit Sub2 stieg diese auf 17,0 ± 16,5 % an. Die CD14+/CD16+-T-Zellkulturen 
waren zu 18,0 ± 19,2 % proliferiert und CD4-positiv. Die Differenz zwischen Sub1- und Sub2-
Kultur ist mit p = 0,045 statistisch signifikant. Die Abweichung zwischen CD14++/CD16-- und 
CD14+/CD16+-Monozyten/T-Zellkulturen ist mit p = 0,016 signifikant. 
Proliferation und fehlende CD4-Expression fanden sich bei 1,3 ± 1,4 % der analysierten T-
Zellen des Sub1-Ansatzes. Im Sub2-Ansatz waren es 1,9 ± 1,8 %. Die schwache Differenz ist 
signifikant (p = 0,042). Die Rate der proliferierten und CD4-negativen Zellen lag im Sub3-
Ansatz bei 2,0 ± 2,0 %. Der Unterschied zur Sub1-Kultur ist mit p = 0,023 signifikant. Tabelle 3 
fast die Ergebnisse der Auswertung Proliferation (CFSE) und CD4-Markierung zusammen. 
 
 
Tabelle 3: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Monozytenpopulationen 
als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen Anti-CD4-PC5.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD4-PC5 im 7-Tagesansatz 
n = 8 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 8,6±9,2  18,9±6,4  0,043  20,8±7,3  0,793  0,008**  0,8±0,4 
(Median) (6,0)  (11,8)    (11,8)      (0,6) 
              
CD4 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 95,4±2,7  95,0±2,7  0,440  94,3±4,3  1,0**  0,945**  96,8±1,5 
(Median) (96,4)  (96,4)    (95,3)      (96,3) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 7,3±8,0  17,0±16,5  0,045  18,0±19,2  0,803  0,016**  0,7±0,4 
(Median) (4,6)  (10,6)    (10,0)      (0,6) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 1,3±1,4  1,9±1,8  0,042  2,0±2,0  0,812  0,023**  0,0±0,0 
(Median) (1,1)  (1,5)    (1,3)      (0,0) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 


























































3.2.1.2. Proliferation von CD4+/CD25+-T-Zellen 
 
Neben den Messungen der CD4-Expression, in Kombination mit dem Proliferationsverhalten, 
wurde auch das Vorhandensein des CD25-Moleküls auf der Oberfläche der T-Lymphozyten 
untersucht (n = 8). Dazu wurden allein die nach 7 Tagen noch CD4-positiven T-Zellen des 
Proliferationsassays herangezogen. Die gesamte Proliferationsrate dieser T-Zellen lag im Sub1-
Ansatz bei 7,6 ± 8,0 %. Im Vergleich dazu befand sie sich im CD14++/CD16+-T-Zellkultur bei 
17,9 ± 17,4 %. Diese Erhöhung ist mit p = 0,043 signifikant. Im Sub3-Ansatz proliferierten 19,1 
± 20,5 % der CD4-positiven Zellen. Die Differenz zu den T-Lymphozyten aus dem 
CD14++/CD16--Ansatz ist signifikant (p = 0,008). 
Die analysierten CD4+-T-Zellen waren im Sub1-Ansatz zu 7,8 ± 8,2 %, im Sub2-Ansatz zu 18,2 
± 17,2 % und im Sub3-Ansatz zu 18,4 ± 16,6% CD25-positiv (siehe Abbildung 14). Der An-
stieg zwischen dem CD14++/CD16-- und CD14++/CD16+-Ansatz ist mit einem p = 0,035 statis-
tisch signifikant. Es besteht ebenfalls Signifikanz zwischen dem Sub1- und Sub3-














Abb. 14: CD25-Expression der noch CD4+ T-Lymphozyten im Proliferationsassay mit verschiedenen Monozyten-
subpopulationen als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-
PC5. Die darin CD4+ Zellen wurden weiter nach CFSE gegen Anti-CD25-PE untersucht. Die verwendeten Monozy-
tenarten sind angegeben. Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz han-
delt es sich um CD4+ T-Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Angegeben sind Mittelwert ± 
Standardabweichung in Prozent. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt. Wenn nicht anders angegeben wurde der 






Von den untersuchten Lymphozyten im Ansatz mit CD14++/CD16--Monozyten proliferierten 6,2 
± 7,3 % und waren CD25-positiv. Im Sub2-Kulturansatz befand sich die Quote bei 16,2 ± 16,2 
% und im Sub3-Ansatz bei 16,3 ± 16,2 %. Die Differenzen sind beide statistisch signifikant 
(CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+-Ansatz p = 0,036 und CD14++/CD16- vs. CD14+/ CD16+-
Ansatz p = 0,008). 
In allen drei Kulturansätzen hatten durchschnittlich zwischen 1-3 % der Zellen proliferiert und 
waren CD25-negativ. Dabei sind keine statistisch fassbaren Differenzen festzustellen. Alle er-
mittelten Werte lagen deutliche über denen des Kontrollansatzes. Eine Zusammenfassung der 




Tabelle 4: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD25-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im Prolifera-
tionsassay mit verschiedenen Monozytensubpopulationen als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenz-
färbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen wurden weiter nach CFSE gegen Anti-CD25-
PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD25-PE im 7-Tagesansatz 
n = 8 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der  
CD4+ T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 7,6±8,0  17,9±17,4  0,043  19,1±20,5  0,789  0,008**  0,6±0,4 
(Median) (4,7)  (10,9)    (10,1)      (0,5) 
              
CD25 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 7,8±8,2  18,2±17,2  0,035  18,4±16,6  0,956  0,008**  0,2±0,1 
(Median) (5,7)  (12,9)    (11,9)      (0,1) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 6,2±7,3  16,2±16,2  0,036  16,3±16,2  0,989  0,008**  0,0±0,0 
(Median) (3,6)  (10,3)    (9,2)      (0,0) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 1,4±0,9  1,7±1,4  0,844**  2,8±4,9  1,0**  0,844**  0,6±0,4 
(Median) (1,1)  (0,9)    (1,0)      (0,4) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14+/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 







3.2.1.3. Proliferation von CD4+/CD45 RA+-T-Zellen 
 
In einer weiteren Auswertung wurde das Proliferationsverhalten in Verbindung mit der Expres-
sion von CD45 RA auf den T-Lymphozyten untersucht (n = 8). Dabei wurden die nach 7 Tagen 
noch CD4-positiven T-Zellen betrachtet. Die Gesamtproliferation dieser T-Zellen lag im Sub1-
Ansatz bei 7,5 ± 7,8 %, im Sub2- Ansatz bei 17,9 ± 17,3 % und im Sub3-Ansatz bei 19,0 ± 20,7 
%. Die Unterschiede zwischen den ersten beiden Gruppen (p = 0,037) und zwischen erster und 
dritter Gruppe (p = 0,008) sind signifikant. 
Alle untersuchten T-Zellen exprimierten zu 30 bis 36 % CD45 RA. Bedeutsame Abweichungen 
zwischen den Ansätzen bestanden nicht. Die Expression im Kontrollansatz lag durchschnittlich 
bei 35,1 %. In den verschiedenen Monozyten/T-Zellansätzen proliferierten 1 bis 2 % der unter-
suchten Zellen und waren zugleich CD45 RA positiv. Statistisch erfassbare Unterschiede beste-
hen nicht. 
 
Tabelle 5: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD45 RA-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im 
Proliferationsassay mit verschiedenen Monozytensubpopulationen als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluo-
reszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+-T-Zellen wurden weiter nach CFSE gegen 
Anti-CD45 RA-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD45 RA-PE im 7-Tagesansatz 
n = 8 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
CD4+ T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 7,5±7,8  17,9±17,3  0,037  19,0±20,7  0,803  0,008**  0,7±0,5 
(Median) (4,8)  (10,9)    (10,2)      (0,5) 
              
CD45 RA pos. 
Zellen in %  
            
(0 ± s) 36,1±21,4  32,7±22,3  0,108  30,3±20,3  0,148**  0,057  35,1±23,4 
(Median) (40,0)  (31,2)    (30,4)      (35,7) 
              
Proliferierte u.  
CD45 RA pos. 








      
(0 ± s) 1,2±0,8  2,8±3,8  0,547**  1,6±1,2  0,945**  0,461**  0,3±0,2 
(Median) (1,3)  (1,3)    (1,2)      (0,3) 
              
Proliferierte u. 
CD45 RA neg. 








      
(0 ± s) 6,3±7,3  15,1±17,3  0,063  17,4±19,5  0,532  0,008**  0,4±0,4 
(Median) (3,5)  (5,0)    (8,9)      (0,2) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 




Der Anteil der proliferierten und CD45-negativen Zellen unter den CD4+-T-Lymphozyten lag 
im CD14++/CD16--Ansatz bei 6,3 ± 7,3 %, im CD14++/CD16+-Ansatz bei 15,1 ± 17,3 % und im 
CD14+/CD16+-Ansatz bei 17,4 ± 19,5 %. Die ermittelten Werte befanden sich deutlich über 
dem der Kontrolle. Der Unterschied zwischen Sub1- und Sub2-Ansatz ist mit einem p = 0,063 
als nicht signifikant zu betrachten. Doch die Differenz der T-Zellansätze mit CD14++/CD16-- 
und CD14+/CD16+-Monozyten ist mit p = 0,008 signifikant. Tabelle 5 fasst alle Ergebnisse die-




Zum besseren Verständnis der Ergebnisinterpretation ist in Tafel V/VI des Anhangs (ab S. 116) 
das Beispiel eines Rohdatensatzes für einen Proliferationsassay über 7 Tage abgebildet. 
 
3.2.2. Proliferation von CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit allogenen 
    Monozytensubpopulationen betrachtet über 14 Tage 
 
Die gleichen Analysen, wie sie unter 3.2.1. beschrieben sind, wurden nun auch für die 14-
tägigen Proliferationsassays durchgeführt. 
 
3.2.2.1. Proliferation der CD4+-T-Zellen 
 
Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens wurde die CFSE- gegen die CD4-PC5-Färbung 
aufgetragen. Es wurden sechs Versuche betrachtet. Eine Übersicht aller Ergebnisse findet sich 
in Tabelle 6. Die Gesamtproliferation der T-Lymphozyten machte im CD14++/CD16--Ansatz 
40,5 ± 21,3 % aus. Im Vergleich dazu erhöhte sich diese im CD14++/CD16+-Ansatz auf 46,2 ± 
15,0 % und im CD14+/CD16+-Ansatz auf 55,1 ± 18,3 % der T-Zellen. Nur die Differenz zwi-
schen Sub2- und Sub3-Ansatz ist mit p = 0,015 statistisch signifikant (siehe Abbildung 15). Im 
Kontrollansatz lag die Proliferation nach 14 Tagen bei ca. 1 %. 
In allen Zellkulturen waren am Ende der Inkubation die T-Lymphozyten noch zu über 90 % 
CD4-positiv. Die Höhe der proliferierten und CD4-positiven Zellen betrug im Sub1-Ansatz 37,3 
± 19,3 %. Im Sub2-Ansatz lag dieser Anteil bei 42,6 ± 16,0 % und im Sub3-Ansatz bei 51,0 ± 
18,7 % (siehe Tabelle 6). Dabei ist die Abweichung zwischen dem zweiten und dritten Ansatz 
signifikant (p = 0,019). Der Anteil der proliferierten und CD4-negativen Zellen betrug in den 




















































Tabelle 6: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Monozytenpopulationen 
als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen Anti-CD4-PC5.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD4-PC5 im 14-Tagesansatz 
n = 6 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 40,5±21,3  46,2±15,0  0,563**  55,1±18,3  0,015  0,438**  0,9±0,9 
(Median) (47,7)  (42,8)    (53,1)      (0,6) 
              
CD4 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 93,9±3,4  94,9±3,2  0,577  95,1±4,2  0,686  0,481  96,7±4,8 
(Median) (93,0)  (95,5)    (96,3)      (98,8) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 37,3±19,3  42,6±16,0  0,563**  51,0±18,7  0,019  0,844**  0,9±0,9 
(Median) (46,0)  (37,8)    (46,4)      (0,5) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 3,2±2,9  3,6±3,2  0,186  4,1±4,0  0,408  0,236  0,0±0,0 
(Median) (2,5)  (3,0)    (2,8)      (0,0) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14+/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 
















Abb. 15: Gesamtproliferation der T-Lymphozyten im Proliferationsassay mit verschiedenen Monozytensubpopula-
tionen als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die verwende-
ten Monozytenarten sind angegeben. Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontroll-
ansatz handelt es sich um CD4+ T-Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Angegeben sind Mit-
telwert ± Standardabweichung in Prozent. Ein signifikante Unterschiede ist aufgeführt (gepaarter t-Test). Es sind die 
Ergebnisse aus 6 Versuchen dargestellt. 
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3.2.2.2. Proliferation von CD4+/CD25+-T-Zellen 
 
Die nach 14 Tagen noch CD4-positiven T-Zellen wurden auf ihr Expressions- und Proliferati-
onsverhalten untersucht. In der Auswertung CFSE gegen Anti-CD25-PE (n = 6) ergaben sich 
folgende Ergebnisse: Die Gesamtproliferation der CD4+-Lymphozyten betrug im CD14++/ 
CD16--Ansatz 39,6 ± 20,3 %, im CD14++/CD16+-Ansatz 44,7 ± 15,9 % und im CD14+/CD16+-
Ansatz 53,6 ± 18,9 %. Davon ist nur der Unterschied vom Sub2 zum Sub3-Ansatz mit p = 0,022 
signifikant (siehe Tabelle 7).  
 
Tabelle 7: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD25-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im Prolifera-
tionsassay mit verschiedenen Monozytensubpopulationen als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenz-
färbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen wurden weiter nach CFSE gegen Anti-CD25-
PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD25-PE im 14-Tagesansatz 
n = 6 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
CD4+ T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 39,6+20,3  44,7+15,9  0,563**  53,6+18,9  0,022  0,563**  0,9+1,0 
(Median) (46,9)  (40,8)    (50,3)      (0,5) 
              
CD25 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 20,0+11,6  28,0+19,8  0,688  27,4+14,5  0,846  0,844**  0,2+0,1 
(Median) (20,5)  (25,9)    (22,7)      (0,1) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 19,0+11,2  26,5+19,8  0,688**  26,3+14,7  0,946  0,844**  0,0+0,0 
(Median) (18,7)  (23,5)    (21,7)      (0,02) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 20,6+13,2  18,3+5,1  0,556  27,3+11,0  0,086  0,204  0,9+1,0 
(Median) (21,1)  (18,7)    (30,8)      (0,5) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 
gepaarte t-Test verwendet, sonst der Wilcoxon-Test (**). Es sind die Ergebnisse aus 6 Versuchen dargestellt. 
 
Die CD25-Expression der CD4+-Lymphozyten lag im Sub1-Ansatz bei 20,0 ± 11,6 %, im Sub2-
Ansatz bei 28,0 ± 19,8 % und im Sub3-Ansatz bei 27,4 ± 14,5 %. Keine dieser Differenzen ist 
statistisch signifikant (p > 0,05). Der Anteil der proliferierten und CD25-positiven T-Zellen 
betrug im CD14++/CD16--Ansatz 19,0 ± 11,2 %. Dagegen umfasste dieser im CD14++/CD16+-
Ansatz 26,5 ± 19,8 % und im CD14+/CD16+-Ansatz 26,3 ± 14,7 % der analysierten Zellen. 
Auch hier sind keine der Unterschiede signifikant. Die proliferierten und CD25-negativen Zel-
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len machten im Sub1-Ansatz 20,6 ± 13,2 %, im Sub2-Ansatz 18,3 ± 5,1 und im Sub3-Ansatz 
27,3 ± 11,0 % der CD4+-T-Zellen aus. Es liegen keine signifikanten Differenzen vor. Tabelle 7 
gibt eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse wieder. 
 
3.2.2.3. Proliferation von CD4+/CD45 RA+-T-Zellen 
 
In der Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen CD45 RA des 14-Tagesansatzes (n = 6) 
stellte sich folgendes Bild dar: Die Gesamtproliferation der CD4+-Lymphozyten betrug im 
CD14++/CD16--Kulturansatz 39,7 ± 20,3 %. Im Vergleich dazu im CD14++/CD16+-Ansatz 44,1 
± 14,6 % und im CD14+/CD16+-Ansatz 53,2 ± 18,9 %. Dabei ist nur die Differenz zwischen 
Sub2- und Sub3-Ansatz mit p = 0,030 signifikant (siehe Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD45 RA-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im 
Proliferationsassay mit verschiedenen Monozytensubpopulationen als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der 
Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen wurden weiter nach CFSE gegen 
Anti-CD45 RA-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-CD45 RA-PE im 14-Tagesansatz 
n = 6 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
CD4+ T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 










nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 39,7±20,3  44,1±14,6  0,563  53,2±18,9  0,030  0,563**  1,0±1,3 
(Median) (46,9)  (41,8)    (51,0)      (0,4) 
              
CD45 RA pos. 
Zellen in %  
            
(0 ± s) 29,7±24,5  31,6±23,2  0,325  30,4±23,9  0,237  0,777  35,3±25,7 
(Median) (22,4)  (27,6)    (26,7)      (31,0) 
              
Proliferierte u.  
CD45 RA pos. 








      
(0 ± s) 7,8±14,3  7,1±11,3  0,688**  7,8±12,8  0,454  0,917  0,5±0,6 
(Median) (2,0)  (2,8)    (2,8)      (0,2) 
              
Proliferierte u. 
CD45 RA neg. 








      
(0 ± s) 31,9±23,8  37,0±19,5  0,844**  44,9±26,5  0,072  0,844**  0,5±0,7 
(Median) (37,9)  (36,44)    (46,7)      (0,2) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne Monozyten (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabwei-
chung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ 
vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der 
gepaarte t-Test verwendet, sonst der Wilcoxon-Test (**). Es sind die Ergebnisse aus 6 Versuchen dargestellt 
 
Die CD45 RA-Expression umfasste in den Monozyten/T-Zellansätzen und in der Kontrolle ca. 
29 bis 35 % der betrachteten Zellen. Der Anteil der proliferierter und CD45 RA-positiver Zellen 
lag in allen drei Kulturansätzen bei ca. 7 % (Kontrollansatz mit 0,5 %). Im Sub1-Ansatz betrug 
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Abb. 16: IFN-γ-positive (sekretie-
rende) T-Lymphozyten im Sekre-
tionsassay mit verschiedenen 
Monozytensubpopulationen als 
allogene MLR (7 Tage). Auswer-
tung der Fluoreszenzfärbung 
CFSE gegen Anti-IFN-γ-PE. Die 
verwendeten Monozytenarten sind 
angegeben. Das Verhältnis Mono-
zyten/T-Zellen wurde bei 1:15 
eingestellt. Die Negativkontrolle 
entspricht der FACS-Messung 
eines Kontrollansatzes (nur CD4+ 
T-Zellen) ohne durchgeführten 
Assay. Angegeben sind Mittelwert 
± Standardabweichung in Prozent. 
Signifikante Unterschiede sind 
aufgeführt (nur gepaarter t-Test). 

















































































die Rate der proliferierten und CD45 RA negativen Zellen 31,9 ± 23,8 %, im Sub2-Ansatz 37,0 
± 19,5 % und im Sub3-Ansatz 44,9 ± 26,5 % der CD4+-Zellen. Keine dieser Unterschiede ist als 
statistisch signifikant anzusehen (p > 0,05). In Tabelle 8. ist die Zusammenfassung der Ergeb-
nisse dargestellt. 
 
3.2.3. Zytokinproduktion durch CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit 




Zur Untersuchung des IFN-γ-Sekretionsverhaltens der T-Lymphozyten in der Gegenwart ver-
schiedener Monozytensubpopulationen wurden Sekretionsassays als allogene MLR durchge-
führt (n = 6). Dabei erfolgte die Auswertung in Abhängigkeit der CFSE-Färbung ähnlich wie 
die der Proliferationsassays. 
Nach 7 Tagen Inkubation lag die Gesamtproliferation im CD14++/CD16--Ansatz bei 6,1 ± 4,7 
%, im CD14++/CD16+Ansatz bei 12,0 ± 11,2 % und im CD14+/CD16+Ansatz bei 13,4 ± 17,2 % 
der T-Zellen. Dabei ist keine dieser Differenzen signifikant (p > 0,05). Der Anteil der IFN-γ-
positiv detektierten T-Lymphozyten betrug im Sub1-Ansatz 1,5 ± 1,2 %. Im Vergleich dazu 
stieg dieser Wert im Sub2-Ansatz leicht auf 2,3 ± 1,8 %. Dieser Unterschied ist mit p = 0,031 
als statistisch signifikant zu betrachten (Abbildung 16). Im Sub3-Ansatz waren 2,7 ± 1,4 % der 

















Im Sub1-Sekretionassay lag der Anteil der proliferierten und IFN-γ-positiven T-Zellen bei 1,3 ± 
1,2 % (Tabelle 9). Diese Größe erhöhte sich im Sub2-Sekretionsassay auf 2,1 ± 1,9 % (p = 
0,030) und im Sub3-Sekretionsassay auf 2,3 ± 1,4 % (p = 0,040). Der Anteil der proliferierten 
und IFN-γ-negativen Zellen betrug im CD14++/CD16--Ansatz 4,9 ± 3,7 %, im CD14++/CD16+-
Ansatz 9,8 ± 10,1 % und im CD14+/CD16+-Ansatz 11,1 ± 16,7 % aller T-Lymphozyten. Keine 
dieser Unterschiede ist signifikant (p > 0,05). Alle Parameter lagen deutlich über denen der 
Negativkontrolle. Tabelle 9 gibt einen zusammenfassenden Überblick. 
 
Tabelle 9: Ergebnisse des Sekretions- und Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Monozy-
tensubpopulationen im Sekretionsassay (allogene MLR, 7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE gegen 
Anti-IFN-γ-PE.* 
 
                           Sekretionsassay (Monozyten/T-Zellen): CFSE/Anti-IFN-γ-PE  
n = 6 Verwendete Subpopulationen von Monozyten im Ansatz 
Parameter der 
T-Zellen CD14++/ CD16-  
CD14++/ 













tion in %  
            
(0 ± s) 6,1±4,7  12,0±11,2  0,143  13,4±17,2  1,0**  0,219**  0,5±0,4 
(Median) (5,5)  (9,5)    (6,8)      (0,4) 
              
IFN-γ pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 1,5±1,2  2,3±1,8  0,031**  2,7±1,4  0,553  0,022  0,2±0,2 
(Median) (1,1)  (1,8)    (2,6)      (0,1) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 1,3±1,2  2,1±1,9  0,030  2,3±1,4  0,779  0,040  0,0±0,0 
(Median) (0,8)  (1,5)    (2,2)      (0,0) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 4,9±3,7  9,8±10,1  0,063**  11,1±16,7  0,844**  0,438**  0,5±0,4 
(Median) (4,2)  (6,3)    (4,9)      (0,4) 
              
              
* Das Verhältnis Monozyten/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Die Negativkontrolle entspricht der FACS-
Messung eines Kontrollansatzes (nur CD4+ T-Zellen) ohne durchgeführten Assay, d.h. nur mit CFSE-Färbung. Alle 
Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus CD14+/CD16- vs. 
CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus CD14++/CD16- vs. 
CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der Wilcoxon-Test (**). 




Um zu überprüfen, ob die Monozyten/T-Zellkulturen auch IL-4-produzierende T-Lymphozyten 
induzieren können, wurden ebenfalls Sekretionsassays durchgeführt (als allogene MLR mit n = 
3). Hierbei lag die Gesamtproliferation nach 7 Tagen im Sub1-Ansatz bei 7,5 ± 4,4 % der T-
Zellen. Vergleichend dazu im Sub2-Ansatz bei 11,7 ± 6,8 % (p = 0,182) und im Sub3-Ansatz 
bei 21,6 ± 25,7 % (p = 0,426). Auch die Differenz zwischen dem CD14++/CD16+-Ansatz und 
Ergebnisse 
54 
dem CD14+/CD16+-Ansatz ist nicht signifikant (p = 0,505). Die Negativkontrolle lag dabei im 
Mittel bei 0,5 %. In allen Ansätzen wurde ein Anteil von 0,4-0,6 % der T-Zellen als IL-4-positiv 
detektiert (keine signifikanten Differenzen). In der Negativkontrolle machte dieser Wert eben-
falls 0,4% aus. In den restlichen beiden Parametern ergaben sich keine Unterschiede zu den 
schon hier aufgeführten Werten. Auf ihre Darstellung wird deshalb verzichtet. 
 
3.2.4. Zytokinsekretion der Monozytensubpopulationen nach Aktivie -
    rung durch definierte Stimuli bzw. stimulierte T-Zellen 
 
Um das Sekretionsverhalten der einzelnen Monozytenarten zu beschreiben wurden diese mit 
verschiedenen Stimuli inkubiert (siehe Abschnitt 2.2.8.3.). Die nun folgenden Zytokine wurden 
nach einer Inkubation von 16 Stunden aus den Überständen der Monozytenkulturen bestimmt 
(ELISA-Technik). 
 
3.2.4.1. Sekretion von Tumornekrosefaktor-α 
 
Unter dem Einfluss von LPS betrug die Höhe des TNF-α im Überstand der CD14++/CD16--
Monozyten 1906 ± 735 pg/ml. Im CD14++/CD16+-Ansatz waren es schon 5563 ± 1938 pg/ml 
und im CD14+/CD16+-Ansatz erreichte die Sekretion 8405 ± 2081 pg/ml (siehe Abbildung 17). 
Der Unterschied zwischen Subpopulation 1 und 2 ist mit p < 0,001 signifikant. Das Gleiche gilt 
für die Differenzen zwischen CD14++/CD16+- und CD14+/CD16+-Monozyten (p = 0,014), eben-
so wie zwischen CD14++/CD16-- und CD14+/CD16+-Monozyten (p < 0,001). 
Die Sekretion unter Zymosan lag in allen drei Populationsansätzen bei 10 bis 11 ng/ml. Im Zell-
interaktionsassay wurde für die CD14++/CD16--Monozyten eine TNF-α-Sekretion von 649 ± 
248 pg/ml bestimmt. Dagegen erhöhte sich diese im Sub2-Ansatz auf 1699 ± 803 pg/ml. Im 
Vergleich dazu umfasste die Produktion des Sub3-Ansatzes nur noch 1008 ± 241 pg/ml. Alle 
Unterschiede sind statistisch signifikant: CD14++/CD16- versus CD14++/CD16+ p = 0,024, 
CD14++/CD16+ versus CD14+/CD16+ p = 0,040 und CD14++/CD16- versus CD14+/CD16+ p = 
0,010 (siehe Abbildung 18). Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse findet sich in 
























      p < 0,001 














Abb. 17: TNF-α-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter LPS-Stimulation (100 ng/ml). 
Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhaltenen Kon-
zentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) abgebildet. 
Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in pg/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt (nur gepaarter 
t-Test). Es sind die Ergebnisse aus 7 Versuchen dargestellt. 
 
 
Tabelle 10: Ergebnisse der TNF-α-Sekretion der verschiedenen Monozytenarten unter definierten Bedingungen.* 
 
                      TNF-α-Sekretion 














Sekretion (pg/ml) unter 
LPS (n = 7)  
           
(0 ± s) 1906±735  5563±1938  <0,001  8405±2081  0,014  <0,001  
(Median) (1735)  (5695)    (7608)      
             
Sekretion (ng/ml) unter 
Zymosan (n = 7)  
           
(0 ± s) 10,1±4,2  10,2±3,4  0,963  11,6±4,2  0,276  0,416  
(Median) (11,0)  (9,7)    (13,1)      
             
Sekretion (pg/ml) im Zell- 
interaktionsassay (n = 6)  
           
(0 ± s) 649±248  1699±803  0,024  1008±241  0,040  0,010  
(Median) (616)  (1494)    (1001)      
             
             
* Die Monozytenkulturen wurden mit LPS (100 ng/ml) oder Zymosan (100 µg/ml) versetzt. Im Zellinteraktionsassay 
wurde das Verhältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen bei 1:7 eingestellt. Diese Ansätze wurden für 16 Stun-
den inkubiert und aus den Zellkulturüberständen das Zytokin bestimmt (ELISA). Die erhaltenen Konzentrationen 
wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) aufgeführt. Alle Anga-
ben in den gekennzeichneten Einheiten, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus 
CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus 
CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Dabei wurde nur der gepaarte t-Test verwendet. Fallzahlen entsprechend den 



































Abb. 18: TNF-α-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden im Zellinteraktionsassay. Das Ver-
hältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen wurde bei 1:7 eingestellt. Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe 
des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhaltenen Konzentrationen wurden nach Abzug der ent-
sprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) abgebildet. Angegeben sind Mittelwert ± Standard-
abweichung in pg/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt (nur gepaarter t-Test). Es sind die Ergebnisse aus 6 
Versuchen dargestellt.  
 
 
3.2.4.2. Sekretion von Interleukin-1β 
 
Die IL-1β-Sekretion im LPS-Ansatz machte bei den CD14++/CD16--Monozyten 9,6 ± 4,7 ng/ml 
aus. Demgegenüber stieg die Sekretion der CD14++/CD16+-Monozyten auf 22,6 ± 10,6 ng/ml (p 
= 0,016) an. Bei den CD14+/CD16+-Monozyten konnte eine IL-1β-Konzentration von 27,8 ± 8,9 
ng/ml bestimmt werden. Die Differenz zwischen Sub1- und Sub3-Ansatz ist mit p < 0,001 sig-
nifikant (siehe Abbildung 19). 
Unter der Stimulation mit Zymosan produzierten alle Monozytensubpopulationen ähnlich viel 
IL-1β (ca. 12 bis 15 ng/ml). Im Zellinteraktionsassay betrug die Zytokinsekretion im Sub1-
Ansatz 154 ± 281 pg/ml, im Sub2-Ansatz 133 ± 142 pg/ml und im Sub3-Ansatz nur 29 ± 51 
pg/ml. Diese Unterschiede sind als nicht signifikant zu betrachten (p > 0,05). Eine Zusammen-



































Abb. 19: IL-1β-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter LPS-Stimulation (100 ng/ml). 
Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhaltenen Kon-
zentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) abgebildet. 
Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in ng/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt. Wenn nicht 




Tabelle 11: Ergebnisse der IL-1β-Sekretion der verschiedenen Monozytenarten unter definierten Bedingungen.* 
 
                      IL-1β-Sekretion 














Sekretion (ng/ml) unter  
LPS (n = 7)  
           
(0 ± s) 9,6±4,7  22,6±10,6  0,016**  27,8±8,9  0,244  <0,001  
(Median) (9,0)  (20,6)    (26,1)      
             
Sekretion (ng/ml) unter 
Zymosan (n = 7)  
           
(0 ± s) 15,3±8,69  13,8±8,5  0,813**  12,3±6,1  0,628  0,112  
(Median) (16,0)  (10,0)    (13,7)      
             
Sekretion (pg/ml) im Zell- 
interaktionsassay (n = 6)  
           
(0 ± s) 154±281  133±142  0,625**  29±51  0,138  0,625**  
(Median) (53)  (91)    (0)      
             
             
* Die Monozytenkulturen wurden mit LPS (100 ng/ml) oder Zymosan (100 µg/ml) versetzt. Im Zellinteraktionsassay 
wurde das Verhältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen bei 1:7 eingestellt. Diese Ansätze wurden für 16 Stun-
den inkubiert und aus den Zellkulturüberständen das Zytokin bestimmt (ELISA). Die erhaltenen Konzentrationen 
wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) aufgeführt. Alle Anga-
ben in den gekennzeichneten Einheiten, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus 
CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus 
CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 






3.2.4.3. Sekretion von Interleukin-6 
 
Nach 16 Stunden LPS-Stimulation wurde im Sub1-Ansatz eine IL-6-Konzentration von 84,0 ± 
24,9 ng/ml gemessen. Im Sub2-Ansatz lag diese mit 72,2 ± 33,5 ng/ml darunter (p = 0,031). Im 
Überstand der Sub3-Monozytenkultur wurde eine IL-6-Menge von 53,4 ± 20,2 ng/ml detektiert 
(siehe Abbildung 20). Dabei ist nur Differenz zum Sub1-Ansatz signifikant (p = 0,009). 
Unter dem Einfluss des Zymosans sekretierten die CD14++/CD16--Subpopulation 84,5 ± 34,7 
ng/ml, die CD14++/CD16+-Subpopulation 52,1 ± 35,6 ng/ml und die CD14+/CD16+-Subpopula-
tion 56,0 ± 19,7 ng/ml Interleukin-6. Hierbei sind die Unterschiede zwischen Sub1- und Sub2-
Ansatz mit p = 0,003 signifikant (siehe Abbildung 21). Gleiches gilt für die Differenz von Sub1- 
zu Sub3-Ansatz (p = 0,034).  
Die IL-6-Produktion im Zellinteraktionsassay betrug im CD14++/CD16--Ansatz 16,1 ± 10,9 
ng/ml. Im Vergleich dazu lag diese im Sub2-Ansatz bei 6,5 ± 3,1 ng/ml und im Sub3-Ansatz bei 
7,4 ± 9,5 ng/ml. Ein signifikanter Unterschied lässt sich dabei nur zwischen Monozytensubpo-




Tabelle 12: Ergebnisse der IL6-Sekretion der verschiedenen Monozytenarten unter definierten Bedingungen. 
 
                      IL-6-Sekretion 














Sekretion (ng/ml) unter  
LPS (n = 8)  
           
(0 ± s) 84,0±24,9  72,2±33,5  0,031  53,4±20,2  0,132  0,009  
(Median) (83,0)  (69,8)    (52,0)      
             
Sekretion (ng/ml) unter 
Zymosan (n = 7)  
           
(0 ± s) 84,5±34,7  52,1±35,6  0,003  56,0±19,7  0,763  0,034  
(Median) (94,2)  (54,3)    (60,0)      
             
Sekretion (ng/ml) im Zell- 
interaktionsassay (n = 6)  
           
(0 ± s) 16,1±10,9  6,5±3,1  0,031**  7,4±9,5  0,835  0,262  
(Median) (12,1)  (6,3)    (3,9)      
             
             
* Die Monozytenkulturen wurden mit LPS (100 ng/ml) oder Zymosan (100µg/ml) versetzt. Im Zellinteraktionsassay 
wurde das Verhältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen bei 1:7 eingestellt. Diese Ansätze wurden für 16 Stun-
den inkubiert und aus den Zellkulturüberständen das Zytokin bestimmt (ELISA). Die erhaltenen Konzentrationen 
wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) aufgeführt. Alle Anga-
ben in den gekennzeichneten Einheiten, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus 
CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus 
CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 



















































Abb. 20: IL-6-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter LPS-Stimulation (100 ng/ml). 
Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhaltenen Kon-
zentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) abgebildet. 
Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in ng/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt (nur gepaarter 















Abb. 21: IL-6-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter Zymosan-Stimulation (100 
µg/ml). Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhalte-
nen Konzentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) 
abgebildet. Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in ng/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt 







































3.2.4.4. Sekretion von Interleukin-8 
 
Im LPS-Zellkulturansatz der CD14++/CD16--Monozyten wurde eine IL-8-Konzentration von 
384,8 ± 113,4 ng/ml im Überstand bestimmt. Die Sekretionsleistung war mit 222,5 ± 95,6 ng/ml 
bei den CD14++/CD16+-Monozyten dagegen niedriger (p = 0,008). Die CD14+/CD16+-
Monozyten sekretierten 73,5 ± 24,0 ng/ml (siehe Abbildung 22). Damit lagen diese sowohl un-














Die IL-8-Sekretion unter Zymosan lag im Sub1-Ansatz bei 530,5 ± 119,8 ng/ml, im Sub2-
Ansatz bei 273,1 ± 115,6 ng/ml und im Sub3-Ansatz bei nur 145,2 ± 50,4 ng/ml. Diese Abnah-
me der  Zytokinkonzentration ist  statistisch signifikant:  CD14++/CD16- versus CD14++/CD16+  
p < 0,001, CD14++/CD16+ versus CD14+/CD16+ p = 0,004 und CD14++/CD16- versus 











Abb. 22: IL-8-Sekretion von ver-
schiedenen Monozytenarten nach 
16 Stunden unter LPS- Stimulation 
(100 ng/ml). Die Zytokinkonzent-
ration wurde mithilfe des ELISAs 
aus den Zellkulturüberständen 
bestimmt. Die erhaltenen Konzent-
rationen wurden nach Abzug der 
entsprechenden Kontrollwerte 
(Monozytensekre-tion ohne Sti-
mulus) abgebildet. Angegeben 
sind Mittelwert ± Standardabwei-
chung in ng/ml. Signifikante Un-
terschiede sind aufgeführt. Wenn 
nicht anders angegeben wurde der 
gepaarte t-Test verwendet, sonst 
der Wilcoxon-Test (**). Es sind 
die Ergebnisse aus 7 Versuchen 
dargestellt. 
 
Abb. 23: IL-8-Sekretion von ver-
schiedenen Monozytenarten nach 
16 Stunden unter Zymosan- Sti-
mulation (100µg/ml). Die Zyto-
kinkonzentration wurde mithilfe 
des ELISAs aus den Zellkultur-
überständen bestimmt. Die erhal-
tenen Konzentrationen wurden 
nach Abzug der entsprechenden 
Kontrollwerte (Monozytensekre-
tion ohne Stimulus) abgebildet. 
Angegeben sind Mittelwert ± 
Standardabweichung in ng/ml. 
Signifikante Unterschiede sind 
aufgeführt (nur gepaarter t-Test). 





Abb. 24.: IL-8-Sekretion von ver-
schiedenen Monozytenarten nach 
16 Stunden im Zellinteraktionsas-
say. Das Verhältnis von Monozyten 
zu stimulierten T-Zellen wurde bei 
1:7 eingestellt. Die Zytokinkonzent-
ration wurde mithilfe des ELISAs 
aus den Zellkulturüberständen 
bestimmt. Die erhaltenen Konzent-
rationen wurden nach Abzug der 
entsprechenden Kontrollwerte 
(Monozytensekretion ohne Stimu-
lus) abgebildet. Angegeben sind 
Mittelwert ± Standardabweichung 
in ng/ml. Signifikante Unterschiede 
sind aufgeführt (nur gepaarter t-




















Für den Zellinteraktionsassay wurde eine IL-8-Menge von 319,4 ± 65,5 ng/ml im Sub1-Ansatz 
bestimmt. Dagegen befand sich die Konzentration im Sub2-Kulturansatz bei 148,9 ± 66,1 
ng/ml. Die Differenz ist mit p < 0,001 signifikant (Abbildung 24). Weit darunter lag die des 
Sub3-Ansatzes mit 11,6 ± 16,6 ng Interleukin-8 pro ml (p = 0,004). Der Unterschied zwischen 
CD14++/CD16-- und CD14+/CD16+-Monozyten ist mit p < 0,001 signifikant. Tabelle 13 gibt 














Tabelle 13: Ergebnisse der IL-8-Sekretion der verschiedenen Monozytenarten unter definierten Bedingungen.* 
 
                      IL-8-Sekretion 














Sekretion (ng/ml) unter 
LPS (n = 7)  
           
(0 ± s) 384,8±113,4  222,49±95,6  0,008  73,5±24,0  0,008  0,016**  
(Median) (360,7)  (189,4)    (70,5)      
             
Sekretion (ng/ml) unter 
Zymosan (n = 7)  
           
(0 ± s) 530,5±119,8  273,1±115,6  <0,001  145,2±50,4  0,017  <0,001  
(Median) (565,4)  (259,7)    (155,3)      
             
Sekretion (ng/ml) im Zell- 
interaktionsassay (n = 6)  
           
(0 ± s) 319,4±65,5  148,9±66,1  <0,001  11,6±16,5  0,004  <0,001  
(Median) (287,7)  (159,6)    (3,7)      
             
             
* Die Monozytenkulturen wurden mit LPS (100 ng/ml) oder Zymosan (100 µg/ml) versetzt. Im Zellinteraktionsassay 
wurde das Verhältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen bei 1:7 eingestellt. Diese Ansätze wurden für 16 Stun-
den inkubiert und aus den Zellkulturüberständen das Zytokin bestimmt (ELISA). Die erhaltenen Konzentrationen 
wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) aufgeführt. Alle Anga-
ben in den gekennzeichneten Einheiten, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus 
CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus 
CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 




3.2.4.5. Sekretion von Interleukin-10 
 
Die IL-10-Konzentration im LPS-Ansatz der CD14++/CD16--Monozyten betrug nach Ende der 
Inkubation 1041 ± 672 pg/ml. Im CD14++/CD16+-Ansatz lag die Sekretion mit 1248 ± 864 
pg/ml leicht darüber. Dabei ist der Unterschied mit p = 0,463 als nicht signifikant zu beurteilen. 
Im CD14+/CD16+-Ansatz wurde mit 138 ± 105 pg/ml deutlich weniger Interleukin-10 sekretiert. 
Sowohl die Differenz zwischen Sub1- und Sub3-Ansatz (p = 0,008) als auch zwischen Sub2- 
und Sub3-Ansatz (p = 0,008) ist signifikant (siehe Abbildung 25). 
Mit Zymosan ergab sich im CD14++/CD16--Ansatz eine IL-10-Menge von 813 ± 490 pg/ml, im 
CD14++/CD16+-Ansatz von 686 ± 908 pg/ml und im CD14+/CD16+-Ansatz von nur 83 ± 57 
pg/ml (Abbildung 26). Statistisch erfassbare Unterschiede lassen sich zwischen Sub1- und 
Sub3-Monozyten (p = 0,011) und zwischen Sub2- und Sub3-Monozyten (p = 0,031) sichern. 
Der Zellinteraktionsassay zeigte praktisch keine Stimulation der IL-10-Produktion. Dabei lag 
die IL-10-Konzentration durchschnittlich unter 5 pg/ml in allen Subpopulationsansätzen. In 
Tabelle 14 sind Ergebnisse der Auswertung zusammengefasst.  
 
 
Tabelle 14: Ergebnisse der IL-10-Sekretion der verschiedenen Monozytenarten unter definierten Bedingungen.* 
 
                      IL-10-Sekretion 














Sekretion (pg/ml) unter 
LPS (n = 6)  
           
(0 ± s) 1041±672  1248±864  0,463  138±105  0,008  0,008**  
(Median) (825)  (1088)    (113)      
             
Sekretion (pg/ml) unter 
Zymosan (n = 7)  
           
(0 ± s) 813±490  686±908  0,297**  83±57  0,031**  0,011  
(Median) (689)  (341)    (65)      
             
Sekretion (pg/ml) im Zell- 
interaktionsassay (n = 6)  
           
(0 ± s) 5±12  2±5  1,0**  0±0  1,0**  1,0**  
(Median) (0)  (0)    (0)      
             
             
* Die Monozytenkulturen wurden mit LPS (100 ng/ml) oder Zymosan (100 µg/ml) versetzt. Im Zellinteraktionsassay 
wurde das Verhältnis von Monozyten zu stimulierten T-Zellen bei 1:7 eingestellt. Diese Ansätze wurden für 16 Stun-
den inkubiert und aus den Zellkulturüberständen das Zytokin bestimmt (ELISA). Die erhaltenen Konzentrationen 
wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) aufgeführt. Alle Anga-
ben in den gekennzeichneten Einheiten, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus 
CD14++/CD16- vs. CD14++/CD16+, p-Wert (2) aus CD14++/CD16+ vs. CD14+/CD16+ und p-Wert (3) aus 
CD14++/CD16- vs. CD14+/CD16+. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 




















































Abb. 25: IL-10-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter LPS-Stimulation (100 ng/ml). 
Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhaltenen Kon-
zentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) abgebildet. 
Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in pg/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt. Wenn nicht 
















Abb. 26: IL-10-Sekretion von verschiedenen Monozytenarten nach 16 Stunden unter Zymosan-Stimulation (100 
µg/ml). Die Zytokinkonzentration wurde mithilfe des ELISAs aus den Zellkulturüberständen bestimmt. Die erhalte-
nen Konzentrationen wurden nach Abzug der entsprechenden Kontrollwerte (Monozytensekretion ohne Stimulus) 
abgebildet. Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in pg/ml. Signifikante Unterschiede sind aufgeführt. 
Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der Wilcoxon-Test (**). Es sind die Ergeb-




3.3. Ergebnisse der Experimente mit unreifen dendritischen 
  Zellen 
 
Die aus den getrennten Monozytensubpopulationen (Abschnitt 2.2.7.) entstandenen unreifen 
dendritischen Zellen (Sub-DCs) wurden für die nun folgenden Experimente eingesetzt. 
 
3.3.1. Die Morphologie im Vergleich 
 
Die in der Zellkultur entwickelten unreifen dendritischen Zellen wurden unter dem Mikroskop 
betrachtet und mit einer Spezialkamera aufgenommen. Dabei stellten sich die DC-
Subpopulationen unter den gegebenen Kulturbedingungen folgender Maßen dar: Die Sub1-DCs 
waren kompakter und wiesen weniger dendritische Ausläufer auf als die Zellen der Sub2 bzw. 
Sub3-Kultur. Dabei war die dendritischen Strukturen an den Zellen der Subpopulation 2 stärker 
ausgeprägt als an denen der Subpopulation 3. Die Zellgröße der Sub1-DCs schien im Vergleich 
zu den anderen Zelltypen ebenfalls geringer zu sein. Die in Tafel II abgebildeten Aufnahmen 
geben einen Eindruck von der unterschiedlichen Morphologie dieser Zellen wieder. 
 
3.3.2. Die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle 
 
Zur Entdeckung möglicher weiterer Unterschiede wurde die Expression verschiedener Oberflä-
chenmoleküle auf den Sub-DCs  mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei ergaben 
sich folgende Befunde: Über 90 % der Zellen aller Subpopulationen exprimierten HLA-DR (n = 
7). Auffällige Unterschiede existierten dabei nicht. Dagegen stellte sich in der mittleren Fluo-
reszenzintensität (MFI) ein anderes Bild dar. Die MFI betrug innerhalb der Sub1-DCs 168,2 ± 
107,4 , bei den Sub2-DCs 182,9 ± 175,8 und bei den Sub3-DCs 260,5 ± 194,1. Sowohl die Dif-
ferenzen zwischen Subpopulation 1 und 3 (p = 0,017) als auch zwischen Subpopulation 2 und 3 
(p = 0,046) sind signifikant (siehe Abbildung 27). Alle Werte lagen über der Isotypenkontrolle. 
Der Anteil der CD86-Expression umfasste im Sub1-Ansatz 13,2 ± 11.1 %, im Sub2-Ansatz 24,2 
± 15,1 % und im Sub3-Ansatz 47,1 ± 27,8 % der dendritischen Zellen (n = 3). Die MFI stieg 
ebenfalls an: Sub1-DCs 14,9 ± 13,7, Sub2-DCs 30,5 ± 35,1 und Sub3-DCs 99,6 ± 126,8. Alle 
Differenzen sind aber als nicht signifikant zu betrachten (p > 0,05). 
Aufnahmen der verschiedenen Subpopulationen von unreifen dendriti-








































Abb. 27: Höhe der HLA-DR 
Expression verschiedener Subpo-
pulationen von unreifen dendriti-
schen Zellen (Sub-DCs) abgebil-
det als mittlere Fluoreszenzintensi-
tät (MFI). Die aus den Monozyte-
narten nach 5 Tagen Inkubation 
erhaltenen Sub-DCs wurden mit 
Anti-HLA-DR-PC5 markiert und 
im FACS analysiert. Zu jeder 
Subpopulation wurde eine Iso-
typenkontrolle (IgG) bestimmt. Es 
sind Mittelwert ± Standardabwei-
chung der MFI angegeben. Signi-
fikante Unterschiede sind aufge-
führt (nur gepaarter t-Test). Es 
sind die Ergebnisse aus 7 Versu-
chen dargestellt. 
 
Abb. 28: Anteil von CD11c-
positiver Zellen innerhalb ver-
schiedener Subpopulationen von 
unreifen dendritischen Zellen 
(Sub-DCs) in %. Die aus den 
Monozytenarten nach 5 Tagen 
Inkubation erhaltenen Sub-DCs 
wurden mit Anti-CD11c-PE mar-
kiert und im FACS analysiert. Zu 
jeder Subpopulation wurde eine 
Isotypenkontrolle (IgG) bestimmt. 
Es sind Mittelwert ± Standardab-
weichung der MFI angegeben. 
Signifikante Unterschiede sind 
aufgeführt (nur gepaarter t-Test). 













































































































Die Analyse der CD80-Expression (n = 3) zeigte folgende Ergebnisse: Unter den Sub1-DCs 
waren 23,6 ± 21,8 % (MFI: 9,0 ± 3,7) positiv. Im Sub2-Ansatz betrug dieser Wert nur 12,3 ± 
13,0 % (MFI: 25,7 ± 21,8) und im Sub3-Ansatz 16,7 ± 26,4 % (MFI: 19,8 ± 24,7) der Zellen. 















Der Anteil der dendritischen Zellen welche CD11c exprimierten machte im Sub1-Ansatz 93,4 ± 
8,0 % aus (n = 3). Im Sub2-Ansatz sank dieser Betrag auf 18,3 ± 5,6 % ab (p = 0,011). Am 
niedrigsten war der Anteil im Sub3-Ansatz mit 0.9 ± 0,6 % (Wert der Sub3-Isotypenkontrolle 
0,2 ± 0,2 %). Die Differenz zwischen Sub1 und Sub3 (p = 0,003) als auch zwischen Sub2 und 
















Tabelle 15: Ergebnisse der Untersuchung über das Expressionsverhalten verschiedener Oberflächenmolekülen auf unterschiedlichen Subpopulationen von unreifen dendriti-
schen Zellen (Sub-DCs).* 
 
 Expression verschiedener Oberflächenmoleküle 
  Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) 
 IgG-Isotyp Sub1-DCs  IgG-Isotyp Sub2-DCs  p-Wert (1)  IgG-Isotyp Sub3-DCs  p-Wert (2)  p-Wert (3) 
HLA-DR (n=7)               
Positive Zellen in % 1,2±0,5 97,6±2,3  2,8±2,7 97,5±2,7  0,438**  3,3±4,7 91,7±7,6  0,047**  0,072 
MFI 4,7±0,5 168,2±107,4  6,3±1,3 182,9±175,8  0,616  7,0±2,2 260,5±194,1  0,017  0,046 
               
CD86 (n=3)               
Positive Zellen in % 1,3±1,1 13,2±11,1  2,4±1,8 24,2±15,1  0,425  1,7±1,9 47,1±27,8  0,099  0,172 
MFI 3,3±0,4 14,9±13,7  5,7±0,5 30,5±35,1  0,602  6,5±3,5 99,6±126,8  0,323  0,385 
               
CD80 (n=3)               
Positive Zellen in % 1,3±1,1 23,6±21,8  2,4±1,8 12,3±13,0  0,176  1,7±1,9 16,7±26,4  0,631  0,194 
MFI 3,3±0,4 9,0±3,7  5,7±0,5 25,7±21,8  0,307  6,5±3,5 19,8±24,7  0,813  0,476 
               
CD11c (n=3)               
Positive Zellen in % 1,0±0,5 93,4±8,0  0,6±0,3 18,3±5,6  0,011  0,2±0,2 0,9±0,6  0,035  0,003 
MFI 3,2±0,4 23,6±9,3  5,3±0,5 19,6±0,9  0,515  4,5±0,1 6,9±0,7  <0,001  0,082 
               
CD1a (n=4)               
Positive Zellen in % 1,5±1,0 82,0±16,4  1,8±1,9 85,4±5,9  0,726  1,3±1,8 66,0±22,8  0,142  0,448 
MFI 4,2±1,9 650,1±672,1  6,5±1,7 445,7±191,4  0,463  6,7±2,9 127,8±88,8  0,012  0,178 
               
CD83 (n=3)               
Positive Zellen in % 0,5±0,2 2,3±1,2  1,2±0,4 2,2±0,3  0,844  0,5±0,3 1,0±0,6  0,167  0,327 
MFI 3,2±0,5 3,8±0,6  5,3±0,5 5,9±0,3  0,032  4,5±0,1 4,6±0,2  0,002  0,176 
               
               
*Die nach dem Zellsortieren erhaltenen Subpopulationen von Monozyten wurden für 5 Tage im Cellgro-Medium inkubiert. Die so erhaltenen verschiedener Subpopulationen 
von unreifen dendritischen Zellen wurden mit spezifischen Fluoreszenzantikörpern markiert und im FACS analysiert. Je Subpopulation und Untersuchungsansatz wurde eine 
Isotypenkontrolle (IgG-Isotyp) bestimmt. Ergebnisse sind als Anteil der positiven Zellen innerhalb der entsprechenden Subpopulation und als mittlere Fluoreszenzintensität 
(MFI) dargestellt. Es sind jeweils Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-
DCs und p-Wert (3) aus Sub1-DCs vs. Sub3-DCs. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der Wilcoxon-Test (**). Fallzahlen entsprechend 




Die MFI von CD11c betrug in den Sub1-DCs 23,6 ± 9,3, in den Sub2-DCs 19,6 ± 0,9 und in 
den Sub3-DCs 6,9 ± 0,7. Hierbei ist nur der Unterschied von Sub 2 zu Sub3 signifikant (p < 
0,001). Der Oberflächenmarker CD1a wurde auf den Sub1-DCs zu 82,0 ± 16,4 % und auf den 
Sub2-DCs zu 85,4 ± 5,9 % nachgewiesen (n = 4). Der Anteil bei den Sub3-DCs lag nicht signi-
fikant darunter bei 66,0 ± 22,8 % (p > 0,05). In der MFI-Analyse wurde ein Abfall der Intensität 
festgestellt: Es zeigte sich im Sub1-Ansatz eine MFI von 650,1 ± 672,1, im Sub2-Ansatz von 
445,7 ± 191,4 und im Sub3-Ansatz von 127,8 ± 88,8. Dabei ist die Differenz zwischen Sub2 
und Sub3 mit p = 0,012 signifikant. 
In allen Subpopulationsansätzen lag die Expression von CD83 bei ca. 2 % aller Zellen (n = 3). 
Bedeutsame Unterschiede zwischen den einzelnen Zellarten oder zu den Isotypenkontrollen 
bestanden nicht. Gleiches gilt auch für die Auswertung der mittleren Fluoreszenzintensität. Die-
se lag durchschnittlich bei 3 bis 5. In Tabelle 15 findet sich eine Zusammenfassung aller Ergeb-
nisse der Oberflächenmarkeranalysen wieder. 
 
3.3.3. Proliferation von CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit allogenen 
    DC-Subpopulationen betrachtet über 7 Tage  
 
Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der mit CFSE-markierten CD4+-T-Zellen in der 
Gegenwart verschiedener Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen wurden 
Proliferationsassays durchgeführt. Versuche und Auswertung erfolgten analog zu denen der 
Monozytenexperimente (vgl. Abschnitt 3.2.1. bzw. 3.2.2.). 
 
3.3.3.1. Proliferation der CD4+-T-Zellen 
 
In der Auswertung der Proliferation (CFSE) in Kombination mit der Anti-CD4-
Fluoreszenzfärbung stellte sich nach 7 Tagen Inkubation (n = 4) folgendes Bild dar: Die Ge-
samtproliferation der Sub1-DC-Ansatz  lag bei 30,9 ± 17,9 % aller T-Lymphozyten. Dagegen 
betrug der Anteil im Sub2-Ansatz nur 21,8 ± 9,7 %. Dieser Unterschied ist mit p = 0,321 nicht 
signifikant. In der dritten Gruppe umfasste dieser Anteil 28,2 ± 3,8 %. Auch hier ist die Diffe-
renz zum Sub2-Ansatz nicht signifikant (p = 0,412). Alle Werte lagen deutlich über dem der 
Kontrolle. 
Der Anteil der CD4+-Zellen machte bei den Sub1- bzw. Sub3-DCs einen Anteil von 80-83 % 
der T-Lymphozyten aus. In der Sub2-DC-Kultur waren es mit 77,3 ± 15,0 % etwas weniger 
Zellen CD4-positiv. Im Kontrollansatz wurden ca. 93 % der Zellen als positiv identifiziert. Der 
Anteil der proliferierten und CD4-positiven T-Lymphozyten lag im Sub1-Ansatz bei 25,8 ± 
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17,2 %, im Sub2-Ansatz bei 12,1 ± 6,4 % und im Sub3-Ansatz bei 19,4 ± 7,0 %. Dabei müssen 
alle Differenzen als nicht signifikant betrachtet werden (p > 0,05). Die Höhe der proliferierten 
und CD4-negativen T-Zellen umfasste zwischen 5 und 9 % in diesen Zellkulturen. In Tabelle 16 
sind die Ergebnisse zusammengefasst und weitere Informationen aufgeführt. 
 
Tabelle 16: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Subpopulationen von 
unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) als allogene MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE 
gegen Anti-CD4-PC5.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/Anti-CD4-PC5 im 7-Tagesansatz 
n = 4 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der 












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 30,9±17,9  21,8±9,7  0,321  28,2±3,8  0,412  0,966  1,1±0,8 
(Median) (23,6)  (22,4)    (28,7)      (1,1) 
              
CD4 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 83,7±8,1  77,3±15,0  0,173  80,1±9,3  0,424  0,043  93,5±5,3 
(Median) (83,4)  (78,8)    (80,3)      (93,1) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 25,8±17,2  12,1±6,4  0,120  19,4±7,0  0,347  0,875**  1,1±0,7 
(Median) (20,4)  (10,3)    (19,4)      (1,1) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 5,1±3,3  9,7±5,7  0,057  8,8±3,3  0,675  0,013  0,1±0,1 
(Median) (4,8)  (7,8)    (9,3)      (0,1) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-
Wert (3) aus Sub1-DCs vs. Sub3-DCs. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 
Wilcoxon-Test (**). Es sind die Ergebnisse aus 4 Versuchen dargestellt. 
 
3.3.3.2. Proliferation von CD4+/CD25+-T-Zellen 
 
In der Analyse des Expressions- und Proliferationsverhaltens der CD4+-T-Zellen zeigten sich 
folgende Ergebnisse (n = 4): Die Gesamtproliferation der untersuchten T-Zellen lag mit den 
Sub1-DCs bei 30,4 ± 18,6 %, bei den Sub2-DCs bei 16,2 ± 7,2 und bei den Sub3-DCs bei 24,8 
± 8,9 %. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Die CD25-Expression machte 
unter den CD4-positiven Zellen im Sub1-Ansatz 26,8 ± 18,9 % und im Sub3-Ansatz 20,1 ± 11,6 
% aus. Im Vergleich dazu waren im Sub2-Ansatz nach 7 Tagen Inkubation nur 12,4 ± 6,9 % der 
T-Zellen CD25-positiv. Signifikante Differenzen können dabei nicht festgestellt werden. Im 
Kontrollansatz lag die CD25-Expression lediglich bei 1,7 ± 3,4 %. Der Anteil der proliferierten 
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und CD25-positiven umfasste im Sub1-Ansatz 24,5 ± 20,6 %, im Sub2-Ansatz nur 9,5 ± 7,6 % 
und im Sub3-Ansatz 17,6 ± 13,1 % der CD4+-Lymphozyten. Auch hier finden sich keine signi-
fikanten Unterschiede. Proliferiert und CD25-negativ waren 5 bis 7 % der analysierten Zellen. 
In Tabelle 17 findet sich eine Zusammenfassung der Ergebnisse. 
 
Tabelle 17: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD25-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im Prolife-
rationsassay mit verschiedenen Subpopulationen von unreifen dendritischer Zellen (Sub-DCs) als allogene MLR (7 
Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen wurden 
weiter nach CFSE gegen Anti-CD25-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/CD25-PE im 7-Tagesansatz 
n = 4 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der  












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 30,4±18,6  16,2±7,2  0,156  24,8±8,9  0,348  0,295  1,3±0,6 
(Median) (23,9)  (16,2)    (25,5)      (1,3) 
              
CD25 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 26,8±18,9  12,4±6,9  0,132  20,1±11,6  0,414  0,629  1,7±3,4 
(Median) (22,0)  (11,1)    (18,3)      (0,0) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 24,5±20,6  9,5±7,6  0,120  17,6±13,1  0,405  0,624  0,0±0,0 
(Median) (20,8)  (6,8)    (17,1)      (0,0) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 5,9±4,6  6,7±5,2  0,335  7,2±6,5  0,660  0,281  1,3±0,6 
(Median) (4,1)  (4,5)    (4,9)      (1,2) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-
Wert (3) aus Sub1-DCs vs. Sub3-DCs. Dabei wurde nur der gepaarte t-Test verwendet. Es sind die Ergebnisse aus 4 
Versuchen dargestellt. 
 
3.3.3.3. Proliferation von CD4+/CD45 RA+-T-Zellen 
 
In der Auswertung CFSE gegen Anti-CD25-PE (n = 4) ergab sich für die Gesamtproliferation 
der CD4+-T-Zellen folgendes Bild: Im Ansatz mit den Sub1-DCs proliferierten 34,4 ± 19,7 % 
und bei den Sub3-DCs 30,5 ± 14,6 % der T-Zellen. Dieser Wert war im Sub2-DC-Ansatz nied-
riger und lag bei 18,5 ± 7,7 %. Keine der aufgezeigten Differenzen ist als signifikant anzusehen. 
Der Anteil der CD45 RA-positiven T-Zellen machte in allen drei Kulturansätzen 21 bis 26 % 
der CD4+-T-Lymphozyten aus. Im Kontrollansatz lag dieser Wert bei 18,5 ± 15,2 %. Die Größe 
der proliferierten und CD45 RA-positiven T-Zellen bewegte sich zwischen 5 und 8 %. Prolife-
riert und CD45 RA-negativ waren im Sub1-Ansatz 27,4 ± 16,6 %, im Sub2-Ansatz 12,8 ± 4,8 % 
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und im Sub3-Ansatz 21,6 ± 13,3 % der untersuchten T-Helferzellen. Dabei sind keine der Diffe-
renzen signifikant. In Tabelle 18 ist ein zusammenfassender Überblick dargestellt. 
 
Tabelle 18: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD45 RA-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im 
Proliferationsassay mit verschiedenen Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) als allogene 
MLR (7 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+-T-Zellen 
wurden weiter nach CFSE gegen Anti-CD45 RA-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/CD45 RA-PE im 7-Tagesansatz 
n = 4 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der  












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 34,4±19,7  18,5±7,7  0,149  30,5±14,6  0,330  0,588  1,9±0,8 
(Median) (29,1)  (18,9)    (29,0)      (2,1) 
              
CD45 RA pos. 
Zellen in %  
            
(0 ± s) 21,1±11,4  23,5±13,2  0,458  26,0±16,3  0,390  0,168  18,5±15,2 
(Median) (18,0)  (24,8)    (23,9)      (18,0) 
              
Proliferierte u.  
CD45 RA pos. 








      
(0 ± s) 7,0±3,8  5,7±3,3  0,443  8,8±3,1  0,209  0,570  0,8±0,6 
(Median) (5,8)  (6,7)    (8,4)      (0,9) 
              
Proliferierte u. 
CD45 RA neg. 








      
(0 ± s) 27,4±16,6  12,8±4,8  0,121  21,6±13,3  0,372  0,659  1,1±0,4 
(Median) (24,4)  (12,1)    (20,7)      (1,0) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-
Wert (3) aus Sub1-DCs vs. Sub3-DCs. Wenn nicht anders angegeben wurde der gepaarte t-Test verwendet, sonst der 
Wilcoxon-Test (**). Es sind die Ergebnisse aus 4 Versuchen dargestellt. 
 
3.3.4. Proliferation von CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit allogenen 
    DC-Subpopulationen betrachtet über 14 Tage  
 
3.3.4.1. Proliferation der CD4+-T-Zellen 
 
Nach 14 Tagen Inkubation zeigte sich in der Auswertung CFSE gegen Anti-CD4-PC5 (n = 3) 
eine Gesamtproliferation der T-Lymphozyten von 56,7 ± 8,6 % für den Sub1-DC-Ansatz. Da-
gegen lag dieser Parameter im Sub2-Ansatz mit 45,5 ± 5,3 % signifikant darunter (p = 0,040). 
Der Anteil der Gesamtproliferation betrug im Sub3-Ansatz 47,9 ± 10,7 % (Abbildung 29). 
Hierbei ist die Differenz zum Sub1-Ansatz nicht signifikant (p = 0,186). In der Kontrolle proli-



























































Abb. 29: Gesamtproliferation der T-Lymphozyten im Proliferationsassay mit verschiedenen Subpopulationen von 
unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE 
gegen Anti-CD4-PC5. Die verwendeten DC-Arten sind angegeben. Das Verhältnis DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 
eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). 
Angegeben sind Mittelwert ± Standardabweichung in Prozent. Ein Signifikanter Unterschied ist aufgeführt (gepaarter 
t-Test). Es sind die Ergebnisse aus 3 Versuchen dargestellt. 
 
 
Tabelle 19: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Subpopulationen von 
unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) als allogene MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung CFSE 
gegen Anti-CD4-PC5.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/CD4-PC5 im 14-Tagesansatz 
n = 3 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der 












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 56,7±8,6  45,5±5,3  0,040  47,9±10,7  0,576  0,186  1,8±1,3 
(Median) (51,8)  (44,4)    (51,1)      (2,3) 
              
CD4 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 81,6±17,9  79,9±17,2  0,497  78,9±17,2  0,076  0,286  92,0±4,3 
(Median) (91,0)  (85,1)    (84,6)      (89,8) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 41,6±21,7  29,2±17,0  0,058  30,7±19,8  0,683  0,159  1,7±1,3 
(Median) (45,2)  (29,1)    (24,7)      (2,2) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 15,1±15,9  16,4±14,2  0,574  17,3±17,1  0,645  0,351  0,1±0,0 
(Median) (6,6)  (11,7)    (11,3)      (0,1) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-




In allen drei DC/T-Zellkulturen waren 79 bis 81 % der T-Lymphozyten CD4-positiv. Der Wert 
des Kontrollansatzes befand sich bei 92,0 ± 4,3 %. Der Anteil der proliferierten und CD4-
positiven Zellen machte im Sub1-DC-Ansatz 41,6 ± 21,7 % und im Sub2-DC-Ansatz 29,2 ± 
17,0 % aller T-Zellen aus. Dieser Unterschied ist mit p = 0,058 nicht signifikant. Im Sub3-DC-
Ansatz lag dieser Parameter bei 30,7 ± 19,8 %. Signifikante Unterschiede lassen sich dabei 
nicht feststellen. Proliferiert und CD4-negativ waren durchschnittlich 15 bis 17 % der T-
Helferzellen. Tabelle 19 zeigt eine Zusammenfassung der Auswertung. 
 
 
In Tafel III sind Aufnahmen von Proliferationsassays (14 Tage) der verschiedenen Zellkulturen 
abgebildet. Dabei fallen vor allem die stark ausgebildeten dendritischen Strukturen der Sub3-
DCs auf. Diese sind bei den frisch entwickelten unreifen dendritischen Zellen dieser Subpopula-
tion noch nicht so ausgeprägt vorhanden (vergleiche Tafel II). 
 
 
3.3.4.2. Proliferation von CD4+/CD25+-T-Zellen 
 
Die CD4+-T-Lymphozyten wurden nun auf ihr Proliferationsverhalten und die Expression von 
CD25 untersucht (n = 3). Die Gesamtproliferation der CD4+-Helferzellen lag im Sub1-Ansatz 
bei 48,7 ± 17,8 % und im Sub2-Ansatz darunter bei 34,7 ± 14,2 % (p = 0,024). Im Sub3-Ansatz 
wurde eine Proliferation von 36,9 ± 17,6 % festgestellt. Dabei ist die Differenz zu den T-Zellen 
des Sub1-Ansatzes mit p = 0,123 nicht signifikant. 
Die CD25-Expression der CD4+-Lymphozyten machte im Sub1-DC-Ansatz 27,1 ± 15,5 % aus. 
Dieser Wert sank im Sub2-DC-Ansatz auf nur 14,5 ± 12,7 % der T-Zellen. Die Differenz ist mit 
p = 0,023 statistisch signifikant (Abbildung 30). Für den Sub3-Ansatz lag der Anteil der CD25-
positiven T-Lymphozyten bei 18,7 ± 17,0 %. Hierbei ist der Unterschied zum Sub1-Ansatz mit 
p = 0,034 signifikant. In der Kontrolle exprimierten 0,5 ± 0,3 % der betrachteten Zellen CD25. 
Der Anteil der proliferierten und CD25-positiven T-Zellen umfasste im Sub1-Ansatz 26,4 ± 
15,8 %, im Sub2-Ansatz 13,6 ± 13,0 % und im Sub3-Ansatz 17,6 ± 17,5 % der gemessenen T-
Helferzellen. Dabei ist die Differenz zwischen ersten und zweiten Ansatz (p = 0,022) bzw. zwi-
schen ersten und dritten Ansatz (p = 0,035) signifikant. Proliferiert und CD25-negativ waren 
durchschnittlich 19 bis 22 % der analysierten Zellen. In Tabelle 20 sind alle Ergebnisse noch 
einmal dargestellt. 
 
Aufnahmen von Proliferationsassays der verschiedenen MLR-



































 Anmerkung:  Die Fotografien zeigen die Verhältnisse in den Proliferationsassays eines kompletten 
Versuchs. Die größeren bzw. spitz auslaufenden Zellen sind DCs. Die kleineren runden Zellen sind 
die heterologen T-Lymphozyten. (Aufnahmen/Bearbeitung durch Rossol/Kraus) 
Ergebnisse 
73 
Abb. 30: CD25-Expression der 
CD4+ T-Lymphozyten im Prolife-
rationsassay mit verschiedenen 
Subpopulationen von unreifen 
dendritischen Zellen (Sub-DCs) 
als allogene MLR (14 Tage). 
Auswertung der Fluoreszenzfär-
bung: Zuerst CFSE gegen Anti-
CD4-PC5. Die darin CD4+ Zellen 
wurden weiter nach CFSE gegen 
Anti-CD25-PE untersucht. Die 
verwendeten DC-Arten sind ange-
geben. Das Verhältnis DCs/T-
Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. 
Beim Kontrollansatz handelt es 
sich um CD4+ T-Zellen ohne DCs 
(d.h. ohne Proliferationsstimulus). 
Angegeben sind Mittelwert ± 
Standardabweichung in Prozent. 
Signifikante Unterschiede sind 
aufgeführt. Es wurde nur der 
gepaarte t-Test verwendet. Es sind 



































































Tabelle 20: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD25-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im Prolife-
rationsassay mit verschiedenen Subpopulationen von unreifen dendritischer Zellen (Sub-DCs) als allogene MLR (14 
Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen wurden 
weiter nach CFSE gegen Anti-CD25-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/CD25-PE im 14-Tagesansatz 
n = 3 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der  












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 48,7±17,8  34,7±14,2  0,024  36,9±17,6  0,633  0,123  1,9±1,2 
(Median) (49,7)  (34,2)    (29,0)      (2,2) 
              
CD25 pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 27,1±15,5  14,5±12,7  0,023  18,7±17,0  0,228  0,034  0,5±0,3 
(Median) (23,3)  (9,4)    (11,8)      (0,3) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 26,4±15,8  13,6±13,0  0,022  17,6±17,5  0,267  0,035  0,1±0,0 
(Median) (23,1)  (8,9)    (11,1)      (0,1) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 22,3±4,4  20,9±3,8  0,061  19,3±1,3  0,641  0,460  1,8±1,1 
(Median) (22,4)  (20,8)    (19,7)      (2,1) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-





3.3.4.3. Proliferation von CD4+/CD45 RA+-T-Zellen 
 
Die Untersuchung des Proliferations- und CD45 RA-Expressionsverhaltens der CD4+-T-Zellen 
in der Gegenwart verschiedener Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen erbrachte 
folgende Ergebnisse (n = 3): Die Gesamtproliferation lag im Sub1-Ansatz bei 49,9 ± 20,1 %, im 
Sub2-Ansatz bei 37,6 ± 15,6 % und im Sub3-Ansatz bei 36,8 ± 19,1 % der T-Lymphozyten. Ein 
Signifikanter Unterschied existiert hierbei nur zwischen Sub1- und Sub2-DC-Ansatz (p = 
0,043). 
Die CD45 RA-Expression umfasste im Sub1-Ansatz nur 19,5 ± 9,9 % der CD4+-T-Zellen. Da-
gegen betrug dieser Anteil im Sub2-Ansatz 26,7 ± 11,4 % und im Sub3-Ansatz 29,3 ± 16,1 %. 
Der Anstieg zwischen ersten und zweiten Kulturansatz ist signifikant (p = 0,026). Alle Werte 
lagen unter dem des Kontrollansatzes von 33,6 ± 22,8 % (siehe Tabelle 21). 
 
 
Tabelle 21: Ergebnisse des Proliferationsverhaltens und der CD45 RA-Expression der CD4+ T-Lymphozyten im 
Proliferationsassay mit verschiedenen Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen (Sub-DCs) als allogene 
MLR (14 Tage). Auswertung der Fluoreszenzfärbung: Zuerst CFSE gegen Anti-CD4-PC5. Die darin CD4+ T-Zellen 
wurden weiter nach CFSE gegen Anti-CD45 RA-PE untersucht und in der Tabelle dargestellt.* 
 
Proliferationsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/CD45 RA-PE im 14-Tagesansatz 
n = 3 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der  












nur mit CD4+ 
T-Zellen 
Gesamtprolifera- 
tion in %  
            
(0 ± s) 49,9±20,1  37,6±15,6  0,043  36,8±19,1  0,885  0,123  1,3±0,8 
(Median) (51,1)  (38,6)    (28,4)      (1,2) 
              
CD45 RA pos. 
Zellen in %  
            
(0 ± s) 19,5±9,9  26,7±11,4  0,026  29,3±16,1  0,587  0,200  33,6±22,8 
(Median) (15,6)  (23,8)    (32,7)      (41,6) 
              
Proliferierte u.  
CD45 RA pos. 








      
(0 ± s) 5,9±3,2  6,9±3,7  0,396  6,4±4,9  0,597  0,735  0,6±0,6 
(Median) (4,5)  (6,0)    (5,2)      (0,3) 
              
Proliferierte u. 
CD45 RA neg. 








      
(0 ± s) 44,0±22,8  30,7±19,2  0,026  30,4±23,3  0,960  0,128  0,7±0,4 
(Median) (47,5)  (32,4)    (23,2)      (0,8) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Beim Kontrollansatz handelt es sich um CD4+ T-
Zellen ohne DCs (d.h. ohne Proliferationsstimulus). Alle Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung 
(Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-





















































Der Anteil der proliferierten und CD45 RA-positiven T-Helferzellen betrug in allen DC-
Kulturen 5 bis 6 %. Proliferiert und CD45 RA-negativ waren im Sub1-Ansatz 44,0 ± 22,8 %, im 
Sub2-Ansatz 30,7 ± 19,2 % und im Sub3-Ansatz 30,4 ± 23,3 % der analysierten CD4+-T-
Lymphozyten. Auch hier zeigt sich nur eine signifikante Differenz zwischen ersten und zweiten 
Ansatz (p = 0,026). Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefasst. 
 
3.3.5. Zytokinproduktion durch CD4+-T-Zellen nach Zellkontakt mit 




Die T-Lymphozyten der allogenen Sub-DC-Ansätze wurden nun auch auf ihr Sekretionsverhal-
ten in Abhängigkeit von ihrer Proliferation untersucht. Dies erfolgte als IFN-γ-Sekretionsassay 
(n = 5). Analyse und Auswertung wurden analog wie im Abschnitt 3.2.3.1. durchgeführt. 
Die Gesamtproliferation lag in allen Kulturansätzen zwischen 17 und 21 % der untersuchten T-
Zellen. Hierbei lassen sich keine signifikanten Differenzen feststellen (p > 0,05). Der Wert der 
Negativkontrolle betrug 1,4 ± 1,0 %. Keine Unterschiede ließen sich auch im IFN-γ-
Sekretionsverhalten finden. Dabei machte der Anteil IFN-γ-positiver T-Zellen in allen DC-
Ansätzen zwischen 2,4 und 2,6 % aus (siehe Abbildung 31). In der Negativkontrolle lag dieser 
Wert bei 0,6 ± 0,4 %. Etwa 2 % der T-Lymphozyten jedes Sub-DC-Ansatzes waren proliferiert 
und IFN-γ-positiv. Die Rate proliferierter und IFN-γ-negativer T-Zellen betrug zwischen 15 und 
19 %. Keine der Differenzen ist signifikant (p > 0,05). Alle Ergebnisse sind nochmals detailliert 













Abb. 31: IFN-γ-positive (sekretie-
rende) T-Lymphozyten im Sekre-
tionsassay mit verschiedenen 
Subpopulationen von unreifen 
dendritischen Zellen (Sub-DCs) 
als allogene MLR (7 Tage). Aus-
wertung der Fluoreszenzfärbung 
CFSE gegen Anti-IFN-γ-PE. Die 
verwendeten DC-Arten sind ange-
geben. Das Verhältnis DCs/T-
Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. 
Die Negativkontrolle entspricht 
der FACS-Messung eines Kont-
rollansatzes (nur CD4+ T-Zellen) 
ohne durchgeführten Assay. An-
gegeben sind Mittelwert ± Stan-
dardabweichung in Prozent. Es 






Tabelle 22: Ergebnisse des Sekretions- und Proliferationsverhaltens von T-Lymphozyten mit verschiedenen Subpo-
pulationen von unreifen dendritische Zellen (Sub-DCs) im Sekretionsassay (allogene MLR, 7 Tage). Auswertung der 
Fluoreszenzfärbung CFSE gegen Anti-IFN-γ-PE.* 
 
Sekretionsassay (unreife dendritische Zellen/T-Zellen): CFSE/IFN-γ-PE  
n = 5 Verwendete Subpopulationen von unreifen dendritischen Zellen im Ansatz 
Parameter der 















tion in %  
            
(0 ± s) 20,5±16,0  21,5±18,3  0,789  17,2±12,1  0,327  0,149  1,4±1,0 
(Median) (14,3)  (11,8)    (11,7)      (1,7) 
              
IFN-γ pos. Zellen 
 in %  
            
(0 ± s) 2,5±1,4  2,4±1,5  0,953   2,6±1,9  0,831  0,719  0,6±0,4 
(Median) (2,7)  (2,5)    (2,1)      (0,6) 
              
Proliferierte u.  









      
(0 ± s) 2,2±1,4  2,2±1,6  0,884  2,2±1,8  0,982  0,840  0,0±0,0 
(Median) (2,4)  (2,2)    (1,9)      (0,0) 
              
Proliferierte u. 









      
(0 ± s) 18,4±14,8  19,2±18,0  0,829  15,0±10,4  0,370  0,170  1,4±1,0 
(Median) (11,8)  (7,7)    (9,8)      (1,7) 
              
              
* Das Verhältnis unreife DCs/T-Zellen wurde bei 1:15 eingestellt. Die Negativkontrolle entspricht der FACS-
Messung eines Kontrollansatzes (nur CD4+ T-Zellen) ohne durchgeführten Assay, d.h. nur mit CFSE-Färbung. Alle 
Angaben in Prozent, Mittelwert ± Standardabweichung (Median). p-Wert (1) errechnet sich aus Sub1-DCs vs. Sub2-
DCs, p-Wert (2) aus Sub2-DCs vs. Sub3-DCs und p-Wert (3) aus Sub1-DCs vs. Sub3-DCs. Dabei wurde nur der 




Um eventuell vorhandene IL-4-produzierende T-Zellen zu erkennen, wurden die allogenen 
DC/T-Zellkulturen einen Sekretionsassay unterzogen (n = 2). Die Gesamtproliferation der T-
Lymphozyten lag im Sub1-Ansatz bei 43,8 ± 8,0 % und im Sub2-Ansatz bei 41,7 ± 2,0 % (p = 
0,859). Dieser Parameter machte im Sub3-Ansatz 28,9 ± 14,6 % aus. Die Differenz zwischen 
ersten und dritten Ansatz (p = 0,458) und zwischen zweiten und dritten Ansatz (p = 0,330) ist 
nicht signifikant. Der Wert der T-Zellproliferation in der Negativkontrolle lag bei 1,0 ± 1,0 %. 
Der Anteil der IL-4-sekretierender T-Lymphozyten betrug in allen drei Gruppen und in der Ne-
gativkontrolle zwischen 0,4 und 0,6 %. In den anderen beiden Parametern zeigten sich keine 


























1. Ergebnisse der Methodenetablierung  
    zur Trennung der Monozytenarten  
2. Ergebnisse der Monozytenexperimente  3. Ergebnisse der Experimente mit unreifen  
                    dendritischen Zellen  
Anteile der Monozyten vor dem  
Zellsortieren: 
 
• CD14++/CD16-:  77,3 % 
• CD14++/CD16+:  8,1 % 
• CD14+/CD16+:    8,0 % 
• CD14+/CD16-:     6,0 %  
Definition der Monozyten- 
subpopulationen: 
 
• CD14++/CD16-:  als Subpopulation 1 
• CD14++/CD16+: als Subpopulation 2 
• CD14+/CD16+:   als Subpopulation 3 
Ergebnisse des Zellsortierens:  
 
Mit einer Säulenvorseparation (Abtrennen  
eines großen Anteils der CD3+, CD19+ u.  
CD56+ Zellen) lässt sich die Reinheit nach 
dem Sortieren in den erhaltenen Monozyten- 
subpopulationen 2 und 3 deutlich steigern: 
 
• von 52,0 % auf 87,3 % in Sub 2 
• von 79,4 % auf 96,9 % in Sub 3  
 
In Sub1 blieb die Reinheit konstant bei 98  
bis  99 %. 
Es finden sich kaum noch Lymphozyten in  
den erhaltenen Fraktionen.  
Ergebnisse der Proliferationsassays (7 Tage): 
 
• Monozyten im Sub2 u. 3 -Ansatz hatten um 10-12 %  
   mehr proliferierende T-Zellen als im Sub1- Ansatz 
• Monozyten im Sub2 u. 3 -Ansatz  induzierten  10 %  
   mehr CD25-positive T-Zellen als im Sub1-Ansatz 
Ergebnisse der Proliferationsassays (14 Tage): 
 
• Monozyten im Sub3-Ansatz haben um 10-15 %  
   mehr proliferierende T-Zellen als im Sub1 u. Sub2- 
   Ansatz 
• Unterschiede in der Induktion von CD25-positiven T- 
   Zellen ließen sich in den Subpopulationen nicht mehr  
   nachweisen  
Ergebnisse der Zytokinsekretion: 
 
• TNF-α: Sub1 < Sub2 < Sub3 im LPS-Ansatz 
Sub1 < Sub2 > Sub3 im Zellinteraktionsassay 
• IL-1β:  Sub1 < Sub2/Sub3 im LPS-Ansatz 
• IL-6:  Sub1 > Sub2/Sub3 im LPS-Ansatz 
Sub1 > Sub2/Sub3 im Zymosan-Ansatz 
• IL-8:  Sub1 > Sub2 > Sub3 im LPS-Ansatz 
Sub1 > Sub2 > Sub3 im Zymosan-Ansatz 
Sub1 > Sub2 > Sub3 im Zellinteraktionsassay 
• IL-10:  Sub1/Sub2 > Sub3 im LPS-Ansatz 
Sub1/Sub2 > Sub3 im Zymosan-Ansatz  
Ergebnisse der Sekretionsassays: 
 
• Anteil der IFN-γ sekretierenden T-Zellen  ist im 
   Sub2 u. Sub3-Ansatz leicht höher als im Sub1-Ansatz 
Ergebnisse zur Expression verschiedener 
Oberflächenmoleküle: 
 
• HLA-DR: Sub1/Sub2-DC < Sub3-DC  
                    in der MFI 
• CD11c: Sub1-DC > Sub2-DC > Sub3-DC 
                 im Anteil positiver Zellen 
Ergebnisse der Proliferationsassays (7 Tage): 
 
• DCs im Sub1- u. 3-Ansatz hatten um 7-9 % 
mehr proliferierende T-Zellen als im Sub2- 
Ansatz (nicht signifikante Werte) 
• DCs im Sub1- u. 3-Ansatz  induzierten 8-14 % 
mehr CD25-positive T-Zellen als im Sub2- 
Ansatz (nicht signifikante Werte) 
Ergebnisse der Proliferationsassays (14 Tage): 
 
• DCs im Sub1-Ansatz haben um 10 % mehr 
proliferierende T-Zellen als im Sub2-Ansatz 
• DCs im Sub1-Ansatz  induzierten 10-13 % 
mehr CD25-positive T-Zellen als im Sub2  
   u. 3-Ansatz 
Ergebnisse der Sekretionsassays: 
 
• Nach Stimulation der T-Zellen mit verschiedenen 
unreifen Sub-DCs ließen sich keine Unterschiede 






Blutmonozyten lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen: Die CD14++/CD16- und die 
CD14+/CD16+ Zellen (Ziegler-Heitbrock et al. 1988, Passlick et al. 1989). Dabei machen die 
klassischen CD14++/CD16- rund 80-90% und die CD14+/CD16+ 10-20 % der Monozyten aus 
(Ziegler-Heitbrock et al. 1996). In den letzten Jahren hat sich aber eine weitere Unterteilung der 
CD16-positiven Monozyten entwickelt. Diese werden nun immer öfter in CD14++/CD16+ und 
CD14+/CD16+ aufgeteilt (Skrzeczyńska et al. 2002, Skrzeczyńska-Moncznik et al. 2008 und 
Urra et al. 2009). Auch international scheint sich die Einteilung durchzusetzen (Ziegler-
Heitbrock et al. 2010). Bei vielen Erkrankungen sind die CD16-positiven Monozyten erhöht 
bzw. scheinen zumindest eine Rolle zu spielen. So zum Beispiel bei der Sepsis (Fingerle et al. 
1993), Tumoren (Saleh 1995) oder der rheumatoiden Arthritis (Kawanaka et al. 2002). 
Aufgrund der vielfältigen klinischen Bedeutung der CD16-positiven Monozyten, war es ein Ziel 
dieser Arbeit die drei Subpopulationen von Monozyten weiter funktionell und morphologisch 
(u.a. durch Immunfluoreszenzmethoden) voneinander abzugrenzen. Es stand die Frage im 
Raum, inwieweit die CD14++/CD16+-Subpopulation eine eigenständige Zellgruppe ist. Des 
Weiteren sollten Hinweise gesammelt werden, die eine mögliche klinische Bedeutungen erken-
nen lassen und den Ausgangspunkt für weitere Experimente bilden. Ausgehend von Vorexperi-
menten der eigenen Arbeitsgruppe, die zeigten dass die HLA-DR-Expression auf den 
CD14++/CD16+-Monozyten die höchste unter allen Subpopulationen ist, wurde ein Verfahren 
zur Trennung und Gewinnung der einzelnen Populationen etabliert bzw. optimiert. Die Mono-
zytenarten wurden mit heterologen T-Zellen zusammengebracht (allogene MLR). Diese T-
Lymphozyten wurden auf ihr Proliferations- und Sekretionsverhalten in der Gegenwart der je-
weiligen Subpopulation untersucht. Als Reaktion der Monozytenarten auf definierte Stimuli, 
wurde die Abgabe von immunologisch bedeutsamen Zytokinen bestimmt. Um herauszufinden, 
ob sich diese Verhältnisse auch auf unreifen dendritischen Zellen übertragen lassen oder nicht, 
wurden weitere Versuche angesetzt. Aus den einzelnen Monozytenpopulationen wurden unreife 
Sub-DCs entwickelt und diese auf die Expression von bestimmten Oberflächenmolekülen ge-
prüft. Auch das Verhalten der drei Sub-DC/T-Zellkulturen (allogene MLR) wurde im Prolifera-







4.1. Diskussion zur Etablierung des Zellsortierens 
 
4.1.1. Die Anteilsverhältnisse der verschiedenen Monozytenarten 
 
In der Analyse der Subpopulationensanteile während des Zellsortierens umfassten die 
CD14++/CD16- 77,3% (Sub1), die CD14++/CD16+ 8,1% (Sub2) und die CD14+/CD16+  8,0% 
(Sub3) der Gesamtmonozyten. Eine weitere Population von 6 % ist den CD14+/CD16- zuzu-
rechnen. 
Um die Anteile und damit die Verhältnisse der einzelnen Subpopulationen zueinander abschät-
zen zu können, wurden diese während der Zelltrennung nach den Prinzipien der 
Durchflusszytometrie (Luttmann et al. 2006, Tung et al. 2007) bestimmt. Auch eine Einordnung 
und Gewichtung der experimentellen Daten, im Hinblick auf die Größe der einzelnen Populati-
onen innerhalb der Monozyten und im Blut, wird so möglich. Die Relevanz der erhobenen Er-
gebnisse sollte also immer mit den Verhältnissen in vivo betrachtet werden. Die Messung mit-
hilfe des FACSs ist dabei eine seit langen etablierte Technik (Herzenberg et al. 2002). In der 
Analyse zeigte sich, dass beide Fraktionen von CD16-positiven Monozyten nahezu gleich stark 
bei je 8 % sind. Auf ähnliche Verhältnisse kamen auch Ellery et al. (2007), Skrzeczyńska-
Moncznik et al. (2008) oder Cros et al. (2010). Bei manchen Autoren ist die CD14++/CD16+-
Fraktion auch etwas geringer ausgeprägt beschrieben (Ancuta et al. 2003, Mikołajczyk et al. 
2009). Der Anteil von insgesamt ca. 16 % CD16-positive Monozyten liegt dabei im Bereich 
früherer Veröffentlichungen (Ziegeler-Heitbrock 1996 und Grage-Griebenow et al. 2001a). In 
der Regel wird dieser Anteil aber um die 10 % angegeben (Passlick et al. 1989, Strauss-Ayali et 
al. 2007, Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Diese Schwankungen können einerseits durch das 
Spenderkollektiv, andererseits durch die Definition der Regionen in der FACS-Analyse bedingt 
sein. So wurden Teile der CD14++/CD16+-Zellen in einigen älteren Arbeiten gar nicht unter den 
CD16-positiven Monozyten mit erfasst (Ziegler-Heitbrock et al. 1993, Steppich et al. 2000 und 
Weber et al. 2000). In allen diesen Arbeiten sind die CD16-positiven Zellen eine Minderheit im 
Vergleich zu den klassischen Monozyten. Diese Aussage gilt somit auch für alle weiteren Un-
terteilungen dieser Population. Die Hauptgruppe der CD14++/CD16- wird in den genannten Ar-
beiten mit meist 80-90 % angegeben. Durch die Definition einer weiteren Subpopulation hat 
diese Fraktion in der vorliegenden Arbeit einen geringen Verlust (nur noch ca. 77 %) zu ver-
zeichnen. Da dies aber nicht den Kern der Population betrifft und die Verhältnisse der Zellarten 
zueinander bzw. im Rückblick auf frühere Arbeiten ähnlich sind, scheint diese geringe Schwan-
kung vernachlässigbar zu sein. Insgesamt lassen sich die Ergebnisse auch mit den Werten der 
Vorexperimente in Einklang bringen. Die vierte Fraktion der CD14+/CD16- wurde in dieser 
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Arbeit nicht weiter betrachtet. Es ist nicht viel über diese Subpopulation bekannt. Bei einigen 
Autoren wird sie in den Abbildungen mit erwähnt (Ancuta et al. 2003 und 2004, Ulrich et al. 
2006 und 2008). Ob dieser nun eine besondere Bedeutung zukommt und es sich um eine weitere 
echte Monozytensubpopulation handelt, bleibt offen. Auch wie deren Beziehung zu den anderen 
Subpopulationen ist, müssen neue Experimente zeigen. Eine weitere Feststellung ist, dass die 
hier vorgenommene Fluoreszenzmarkierung über CD14 bzw. CD16 eine gute und standardisier-
te Einteilung der Monozyten ermöglicht. Diese steht im Kontext zu früheren Arbeiten und 
schafft so eine gute Vergleichbarkeit der Daten. Aber all diese genannten Prozentangaben be-
ziehen sich auf gesunde Probanden, dabei können sich erhebliche Veränderungen unter krank-
haften Zuständen entwickeln. So steigt der Anteil der CD16-positiven Monozyten z.B. bei 
rheumatoider Arthritis (Kawanaka et al. 2002) oder unter septischen Bedingungen (Blumenstein 
et al. 1997, Nockher et al. 2001) deutlich an. Skrzeczyńska et al. (2002) zeigten u.a. im Rahmen 
der Neugeborenensepsis speziell für die Subpopulation 2 einen signifikanten Anstieg im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Deshalb wären weitere Untersuchungen über die Veränderungen in 
den Anteilen der CD14++/CD16+ und CD14+/CD16+ -Monozyten unter pathologischen Bedin-
gungen interessant. Das würde Rückschlüsse auf die jeweiligen biologischen Aufgaben der ein-
zelnen Subpopulationen und deren Bedeutung zulassen. 
 
4.1.2. Durchführung des Zellsortierens und die damit erhaltene  
 Reinheit der Subpopulationen 
 
Zum erfolgreichen Abtrennen der einzelnen Subpopulationen und deren Anreicherung wurde 
mit Hilfe der FACS-Technik eine Zellsortierung durchgeführt. Zunächst wurde keine Vorsepa-
ration vorgenommen. Hierbei lag die Reinheit in Sub1 bei ca. 98 %, in Sub2 bei 52 % und in 
Sub3 bei 79 %. Nach einer Vorseparation konnten diese Anteile in Sub2 auf 87 % und Sub3 auf 
97 % gesteigert werden. 
Um die einzelnen Subpopulationen von Monozyten getrennt und gezielt untersuchen zu können, 
war es notwendig diese anhand ihres CD14- und CD16-Expressionsverhaltens zu differenzieren. 
Mit einem Hochgeschwindigkeitssortierer sollte dies über das FACS-Prinzip eigentlich möglich 
sein. Dabei ist dies kein neuer Ansatz, sondern wurde schon in vielen Arbeiten zu diesem The-
menkreis verwendet (z.B. Passlick et al. 1989, Ziegler-Heitbrock et al. 1992, Ellery et al. 2007 
und Skrzeczyńska-Moncznik et al. 2008). Ein Problem in dieser Arbeit war, dass die von 
Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) und Mikołajczyk et al. (2009) angegeben Werte zur Rein-
heit der Populationen, zumindest bei Subpopulation 2 und teilweise bei Subpopulation 3, nicht 
erreicht wurden. So kann man bei alleiniger Verwendung der Hochgeschwindigkeitssortierung 
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lediglich von einer Anreicherung sprechen. Desweiteren dauerte das Zellsortieren zu lang und 
der damit verbundene Probenverlust, z.B. durch Zelladhäsion im Auffangröhrchen, stieg be-
trächtlich an. Unter diesen Bedingungen wurde eine unbeabsichtigte Aktivierung der Monozy-
ten immer wahrscheinlicher. Dies hätte natürlich Folgen für die weiteren Experimente gehabt. 
Die Verunreinigungen betrafen aber nicht nur die Monozytenanteile selbst, sondern es fanden 
sich in allen Fraktionen eine starke Populationen von Lymphozyten/NK-Zellen. Diese waren 
gleichmäßig in allen erhaltenen Subpopulationen vorhanden und lassen sich im Proliferations-/ 
Sekretionsassay relativ leicht abgrenzen, da keine CFSE-Färbung vorliegt. Dennoch sollten 
diese Zellen nicht in die Ansätze gelangen. Aus all diesen genannten Problemen wurde vor dem 
Zellsortieren eine Vorseparation durchgeführt. Hierzu wurden die CD3+-T-Zellen, die CD19+-
B-Zellen und die CD56+-NK-Zellen mithilfe einer Magnetfeldsäulenseparation (MACS, 
„Magnetic cell sorting“)  größtenteils abgetrennt. Dabei handelt es sich um ein kommerzielles 
und gut standardisiertes Verfahren. Alle Angaben zum Protokoll und zur Standardisierung kön-
nen auf www.miltenyibiotec.com eingesehen werden. Durch Kombination von magnetischer 
Vorseparation und FACS-Zellsortierung konnte die Reinheit der Sub2 und Sub3 deutlich ge-
steigert werden. Dabei verschwand die Lymphozyten/NK-Population in den erhaltenen Fraktio-
nen weitgehend. Auch die Dauer des Zellsortierens ließ sich damit senken. Die Gründe für diese 
Ergebnisse liegen einerseits an einer höheren Effektivität durch weniger störende Einflüsse der 
Lymphozyten. Andererseits steigert die Aufkonzentrierung der Monozyten innerhalb der 
PBMCs die Geschwindigkeit des Sortierens und senkt die Wahrscheinlichkeit für Verunreini-
gungen durch andere Zellgruppen. Bei all diesen Verbesserungen lassen sich, insbesondere 
durch individuelle Blutspendereigenschaften, Schwankungen in Dauer und Qualität des Sortie-
rens nicht auszuschließen. Auch eine mögliche Aktivierung, während des immer noch langen 
Sortierens, kann nie vollkommen verneint werden.  
Abschließend ist festzuhalten, dass bei Einhaltung des in Abschnitt 2.2.3. genannten Verfah-
rens, die Ergebnisse bezüglich der Reinheit gleichwertig sind mit denen von Passlick et al. 
(1989), Frankenberger et al. (1996) Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) oder Mikołajczyk et 
al. (2009). Die Verwendung verbesserter und neuerer Hochgeschwindigkeitsortierer könnte die 









4.2. Diskussion der Monozytenexperimente 
 
4.2.1. Das Proliferationsverhalten nach 7 und 14 Tagen 
 
Um herauszufinden welches Potenzial die einzelnen Subpopulationen haben heterologe T-
Zellen zu stimulieren, wurden Proliferationsassays als allogene MLR durchgeführt. Dabei zeigte 
sich, dass die Ansätze der Subpopulation 2 und 3 etwa 10-12 % mehr proliferierende T-Zellen 
hatten als die der Subpopulation 1. Der Anteil der induzierten CD25+-T-Zellen lag bei den 
CD16-positiven Monozyten um 10 % höher. Veränderungen bezüglich der Verteilung der CD45 
RA-positiven T-Zellen fanden sich nicht. 
In den mehreren Publikationen wurde gezeigt, dass die Untergruppe der CD16-positiven Mono-
zyten deutlich mehr MHC-Klasse-II-Moleküle tragen. Darunter insbesondere HLA-DR (Zieg-
ler-Heitbrock et al. 1993, Belge et al.2002 und Horelt et al. 2002, Urra et al. 2009). In den Vor-
experimenten zu dieser Arbeit wurde auch deutlich, dass beträchtliche Unterschiede zwischen 
den nichtklassischen Monozyten existieren. So liegt die HLA-DR-MFI der CD14++/ CD16+ und 
der CD14+/CD16+  deutlich über der der CD14++/CD16--Monozyten. Zusätzlich steigt die HLA-
DR-Intensität von Sub3 zu Sub2 ebenfalls an (siehe Kommentar Vorexperimente/Einleitung 
1.4.). Auf ähnliche Ergebnisse sind inzwischen auch Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) und 
Urra et al. (2009) gekommen. Bei denen aber die Unterschiede zwischen den CD16-positiven 
Subpopulationen weniger deutlich hervortreten. Dies könnte durch zufällige Schwankungen in 
den Spendereigenschaften bedingt sein. HLA-Klasse-II-Moleküle sind essentiell für die Anti-
genpräsentation und stimulieren so die T-Zellen (Bromley et al 2001, Friedl und Bröcker 2002). 
Urra et al (2009) demonstrierten, dass die CD16-positiven Monozyten mehr CD86 tragen als die 
CD16-negative Fraktion. Dabei lagen die Werte der Sub3 über denen der Sub2. CD86 ist eines 
von vielen kostimulatorischen Molekülen und wird während der Antigenpräsentation für die 
Aktivierung der T-Lymphozyten benötigt (Bour-Jordan und Bluestone 2001). Im Hinblick auf 
diese Fakten sollten sich eventuell auch Unterschiede im Proliferationsverhalten von heterolo-
gen T-Zellen bzw. deren Aktivierbarkeit finden lassen, und zwar abhängig von der jeweils sti-
mulierenden Monozytensubpopulation. Die Messung der Proliferation mithilfe von CFSE/ 
FACS gilt dabei als etablierte Technik (Lyons 2000, Sathiyaseelan und Baldwin 2000). Die 
gleichzeitige Messung mehrerer Fluoreszenzsignale von markierten Oberflächenmolekülen ist 
ein Routineverfahren bei der FACS-Analyse (Othmer und Zepp 1992). Dabei kann natürlich 
nicht ausgeschlossen werden, dass einige CFSE-unmarkierte T-Zellen, welche durch Verunrei-
nigungen beim Zellsortieren eingetragen wurden, eine zusätzliche Proliferation vortäuschen. 
Diese Zellen können aber durch geschicktes legen der Regionen während der Auswertung un-
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beachtet bleiben. Die erhöhten Werte in der Proliferation nach 7 Tagen Inkubation bestätigen 
die Vermutung, dass bei erhöhter MHC-II-Expression in Subpopulation 2 und 3 auch mehr Pro-
liferation folgt. Sánchez-Torres et al. (2001) zeigten aber in ihrer Arbeit keine Unterschiede in 
der Proliferationsrate von T-Zellen bei Stimulation mit CD16-- oder CD16+-Monozyten. Dies 
könnte mehrere Ursachen haben: Die Inkubationszeit war kürzer, es lagen andrere Zahlenver-
hältnisse zwischen T-Zellen und Monozyten vor und es wurden weniger Versuche durchgeführt. 
Doch gerade bei ähnlichen Zahlenverhältnissen konnte auch in dieser Arbeit eine Tendenz zu 
mehr Proliferation bei den CD16-positiven Monozyten erkannt werden. Auch der größere An-
teil an CD25+-T-Zellen in den Ansätzen der CD16-positiven Subpopulationen zeigt erhöhte 
Reaktivität an. Hier lassen sich ebenfalls keine Differenzen zwischen Sub2 und Sub3 feststellen. 
Dabei steht CD25, als α-Kette des Interleukin-2-Rezeptors, für eine Aktivierung der T-
Lymphozyten wie sie z. B. beim Antigenkontakt im Rahmen von Infektionen vorkommt (Abbas 
et al. 1996, Gaffen 2001, Asseman und von Herrath 2002). Damit würden die nichtklassischen 
Monozyten ihren Ruf als proinflamatorische Zellen weiter untermauern (Frankenberger et al. 
1996, Kawanaka et al. 2001, Belge et al. 2002). Weiterhin lassen sich die Befunde der Prolifera-
tion und CD25-Expression/Aktivierung gut miteinander in Einklang bringen. Im Blut entspricht 
ein Teil der CD25-positiven T-Zellen natürlichen oder induzierten regulatorischen T-Zellen 
(Treg). Die natürlichen regulatorischen T-Zellen machen dabei 10-15 % der CD4/CD25-
positiven Zellen aus und exprimieren zusätzlich CD62L und FoxP3 (Roncarolo et al. 2001, 
Sakaguchi et al. 2006). Diese Zellen haben eine große Bedeutung in der Kontrolle des Immun-
systems und in der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen (Sakaguchi 2006, Joffre und 
van Meerwijk 2006, Anderson und Isaacs 2008). Eine Aussage zum Zusammenspiel der einzel-
nen Monozytenpopulationen mit den verschiedenen Klassen von regulatorischen T-Zellen kann 
nach den gezeigten Experimenten natürlich nicht gemacht werden. Dennoch könnte man bei 
Untersuchung dieser Fragestellung auf interessante Erkenntnisse stoßen. Die Konstanz der 
CD45 RA-Expression auf den T-Lymphozyten aller Subpopulationsansätze zeigt, dass wahr-
scheinlich kaum Proliferation aus den naiven T-Zellen hervorgegangen ist. Denn beim Über-
gang von naiven zu aktivierten T-Zellen wird CD45 RA durch die Spleißvariante CD45 RO 
ersetzt (Bradley et al. 1992, Clement 1992). Demzufolge müsste es zu einer Abnahme der CD45 
RA-Fluoreszenzintensität kommen. Die beobachtete Proliferation im Assay ging also von in der 
Entwicklung fortgeschrittenen (CD45 RA-negativen) T-Zellen aus. Dies könnte durch die Zell-
kulturbedingungen begünstigt sein, während es unter natürlicheren Umständen zur Rekrutierung 
von naiven T-Zellen gekommen wäre. 
In den 14-Tagesansätzen zeigte sich dagegen ein etwas anderes Bild: Hier lag der Anteil der 
proliferierten T-Zellen in Subpopulation 3 um 10-15 % über den der anderen beiden. Die Unter-
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schiede in der CD25-Expression waren nicht mehr zu finden. Dass die T-Zellen im 
CD14+/CD16+-Ansatz nach dieser Inkubationszeit immer noch vor den anderen Subpopulati-
onskulturen lagen, betont deren schon diskutierte gute Aktivierbarkeit bzw. das starke Anspre-
chen auf inflammatorische Reize (Grage-Griebenow et al. 2001a). Dass hierbei die T-
Lymphozyten des Sub2-Ansatzes nach weiteren 7 Tagen Inkubation in der Proliferationsrate 
zurückfallen, könnte ein Indiz für das nur kurzzeitig starke Aktivierungspotential der 
CD14++/CD16+-Monozyten sein. Hingegen scheint die fast gleiche CD25-Expression der T-
Zellen in allen drei Monozytenansätzen ein Zellkulturartefakt darzustellen. Denn nach 14 Tagen 
haben nur die T-Lymphozyten überlebt, welche aktiviert wurden, sprich das CD25-Molekül 
tragen. Allerdings fällt die Einordnung der 14-Tagesansätze schwer, da Versuche über diese 
Dauer und zu diesem Themenkreis in der Literatur nicht beschrieben sind. Bei diesen längeren 
Inkubationsansätzen der Monozytenpopulationen zeigten sich aber auch mehr Zellkulturartefak-
te, so z.B. die höheren Anteile von CD25-negativen und proliferierten CD4+-T-Zellen. Diese 
sind wahrscheinlich durch den Verlust von CD25 auf schon aktivierten T-Lymphozyten zurück-
zuführen. Eine genaue Erklärung hierfür lässt sich aus den erhobenen Daten und deren Ver-
suchsbedingungen nicht ableiten. 
Am Schluss sind noch einige allgemeine Gedanken festzuhalten: Bei diesen Versuchen handelt 
es sich um allogene MLR-Ansätze. Hierbei reagieren Zellen immunologisch unterschiedlicher 
Spender miteinander, sodass es zu einer Immunantwort kommt (Reiser et al. 2000, Hennecke 
und Wiley 2001). Die ausgelöste Proliferation bzw. Aktivierung kann dabei abhängig vom 
HLA-Muster im Ansatz schwanken. Damit kann nie ausgeschlossen werden, dass die gepaarten 
Zellen auch einmal sehr schlecht aufeinander reagieren. Dies erklärt die teilweise ausgeprägten 
Standardabweichungen in der Datenauswertung. Aber deshalb vor jedem Experiment eine 
HLA-Überprüfung der Spender durchzuführen, erscheint versuchstechnisch übertrieben. Wei-
terhin zu beachten ist bei all diesen Versuchen, dass es sich hierbei um In-vitro-Experimente 
handelt. Ein direkter Rückschluss auf die Verhältnisse im lebenden Organismus ist problema-
tisch. Solche Experimente können lediglich Anhaltspunkte für weitere Versuche liefern. Gerade 
im Mausmodell wurden in den letzten Jahren interessante neue Entdeckungen, über das Verhal-
ten und die mögliche Bedeutung der CD16-positiven Monozyten, gemacht (Geissmann et al. 
2003, Gordon und Taylor 2005). Auch muss man bedenken, dass es sich bei den gezeigten Sig-
nifikanzen nur um statistische Zufälle handeln könnte. Größere Fallzahlen wären notwendig, um 
dies auszuschließen. Wobei in den hier gezeigten Erhebungen die Anzahl der Versuche (n = 6 
bzw. 8) im Vergleich zu anderen Arbeiten (z.B. Sánchez-Torres et al. 2001 mit n = 3) schon 
relativ hoch ist. 
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Als Resümee aus diesem Abschnitt bleibt, dass CD16-positve Monozyten eine wahrscheinlich 
stärkere Stimulation der T-Zellproliferation entfalten als die CD14++/CD16--Monozyten. Unter-
schiede innerhalb der nichtklassischen Population zeigten sich im Rahmen dieser Experiment 
noch nicht. 
 
4.2.2. Der Sekretionsassay 
 
Um die Frage zu beantworteten, welche Arten von Monozytenpopulationen eine Th1- oder Th2-
Zellantwort veranlassen, wurden Interferon-γ- und Interleukin-4-Sekretionsassays als allogene 
MLR durchgeführt. Dabei ließ sich die Höhe der Sekretion gekoppelt mit dem Proliferations-
verhalten betrachten. Es zeigte sich, dass die CD14++/CD16+- und CD14+/CD16+-Monozyten 
einen leicht höheren Anteil von IFN-γ-produzierenden CD4+-T-Zellen induzieren als die Sub-
population 1. Diese erhöhte IFN-γ-Sekretion passt zu einem verstärkten Aktivierungspotential-
dieser Monozyten, auch beschrieben durch die ausgeprägtere HLA-DR- und CD86-Expression 
auf diesen Subpopulationen (Skrzeczyńska-Moncznik et al. 2008, Urra et al 2009, Vorexperi-
mente/Einleitung 1.4.). In allen Subpopulationsansätzen wurde also eine Th1-Antwort beobach-
tet, aber eine Th2-Reaktion bzw. IL-4-Sekretion konnte unter den Versuchsbedingungen nicht 
gemessen werden. Bei Interferon-γ handelt es sich um ein potentes und bedeutsames Zytokin. 
Es wirkt auf die Aktivierung, Differenzierung und das Wachstum von T-Zellen, B-Zellen, Mak-
rophagen/Monozyten und vielen anderen Zellen. Die Wirkung von IFN-α/β wird verstärkt und 
eine Th2-Antwort unterdrückt. Desweiteren werden die MHC-Expression und die 
Antigenprozessierung erhöht (Schroder et al. 2004, Zhang et al. 2008, Billiau und Matthys 
2009). Interferon-γ wird dabei u.a. von einer speziellen Untergruppe der T-Helferzellen gebil-
det, den Th1-Zellen. Diese entwickeln sich aus naiven T-Zellen, nachdem ihnen Antigene durch 
Makrophagen oder dendritischen Zellen präsentiert wurden. Dabei spielt das Zytokin IFN-γ 
selbst, aber auch IL-12, eine Rolle (O‘Garra 1998, Packard und Khan 2003). Das Charakteristi-
kum der Th1-Zellen ist, neben der IFN-γ-Sekretion, die Produktion von IL-2, TNF-α und TNF-
β. All diese Mediatoren sind der inflammatorischen und zellvermittelten Immunantwort zuge-
ordnet (Romagnani 1995, Constant und Bottomly 1997, Nakamura et al. 1997). Eine Verschie-
bung des Th1/Th2-Gleichgewichts zugunsten von Th1 wird auch im Rahmen von chronisch 
entzündlichen Erkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn, diskutiert (Romagnani 1995, Ardizzone 
und Bianchi Porro 2005). Über einen Vergleich des Sekretionsverhalten der verschiedenen 
Monozytenarten mithilfe eines solchen Assays ist in der weiteren Literatur allerdings nichts 
beschrieben. Aber Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) zeigten im Rahmen von ELISA-
Versuchen, ein differenziertes IFN-γ-Produktionsverhalten von CD3+-T-Zellen in Abhängigkeit 
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der mit inkubierten Monozytensubpopulation. Dabei stieg die IFN-γ-Menge vom Sub1-, über 
den Sub2- bis zum Sub3-Ansatz kontinuierlich an, wobei nur die Differenz zwischen ersten und 
zweiten Ansatz signifikant war. Die Verhältnisse ähneln also den hier dargestellten Befunden, 
obwohl in der jetzigen Arbeit die CD16-positiven Monozyten auf gleichem Niveau über der 
Subpopulation 1 lagen. Bei einem solchen Vergleich muss man natürlich beachten, dass es sich 
um verschiedene Methoden handelt und die Unterschiede im Sekretionsassay nur klein sind. 
Desweiteren wurden bei Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) autologe T-Zellen bei gleichzei-
tiger PPD-Stimulation eingesetzt. Von Grip et al. (2007) wurde kürzlich berichtet, dass die 
Gruppe der CD16-positiven Monozyten bei Patienten mit aktiven Morbus Crohn fast vierfach 
erhöht sind. Dies wurde durch Hanai et al. (2008) bestätigt. Die stärkere IFN-γ/Th1-Induktion 
der CD16+-Populationen und die pathophysiologische Rolle der Th1-Antwort bei Morbus Crohn 
lassen sich gut mit diesen Erkenntnissen in Einklang bringen. Weitere Untersuchungen, z.B. auf 
mRNA-Ebene der T-Zellen oder eine ELISA-Analyse der Überstände aus den allogenen MLR-
Kulturen, könnten die Ergebnisse des Sekretionsassays deutlicher hervorheben. 
Die andere Möglichkeit der Differenzierung von naiven T-Zellen ist in Richtung der Th2-
Antwort. Diese Th2-Zellen produzieren vor allem diverse Interleukine wie IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 und IL-13. Diese Zellenart aktiviert B-Zellen und ist so ein zentraler Punkt in der hu-
moralen Immunabwehr (Costant und Bottomly 1997, Nakamura et al. 1997, Ansel et al. 2006). 
Interleukin-4 hat dabei eine gewichtige Bedeutung. Es führt zur Differenzierung/Proliferation 
von B-Zellen, verursacht einen Isotypen-Switch (zu IgG4 oder IgE) und bewirkt selbst die Rei-
fung von naiven T-Zellen in Richtung der Th2-Linie (Paul 1991, Holter et al. 1992, Romagnani 
1995, Vercelli 2000, Gibbs 2005). Dabei wird ein Überwiegen der Th2-Antwort als zentraler 
Schritt in der Pathogenese von allergischen bzw. atopischen Erkrankungen angesehen. Asthma 
bronchiale oder die atopische Dermatitis wären dafür bekannte Beispiele (Grünig et al. 1998, 
Renauld 2001, Becker 2003, Packard und Khan 2003, Mastrandrea 2004). Da sich in den 
durchgeführten Sekretionsassays kein IL-4 detektieren ließ, wurde anscheinend keine Th2-
Populatuion induziert. Demzufolge könnte man spekulieren, dass die Monozytenpopulationen 
keine entscheidende Position bei den oben genannten Erkrankungsgruppen einnehmen. Aller-
dings muss beachtet werden, dass unter den gegebenen Zellkulturbedingungen eine Reifung der 
Th2-Zellen eventuell nicht optimal möglich war. Durch Zugabe von IL-2 und IL-4 könnte der 
Reifeprozess unterstützt werden (Romagnani 1995, Ansel et al. 2006), doch dann wäre eine 
Interleukin-4-Detektion im Sekretionsassay oder ELISA möglicherweise verfälscht. Eine m-
RNA-Untersuchung der T-Zellen aus den Populationskulturen könnte hierbei weiterhelfen. Da 
sich in der entsprechenden Fachliteratur keine weiteren Aussagen zu diesem engen Themenkreis 
finden, bleibt offen ob die hier beschriebenen Aussagen bestand haben werden. Zumal die 
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CD14++/CD16+-Monozyten in Patienten mit schweren Asthma bronchiale erhöht sind und so ein 
Zusammenhang zu bestehen scheinet (Revier et al. 1995, Moniuszko et al. 2008). 
Bei dem für beide Zytokine verwendeten Typ des Sekretionsassays handelt es sich um einen gut 
etabliertes und zuverlässiges Werkzeug (Assenmacher et al. 1998, Brosterhus et al. 1999, Be-
cker et al. 2001, Pittet et al. 2001). Allerdings lassen die niedrigen Prozentzahlen in der Auswer-
tung von IFN-γ durchaus Zweifel an der Stabilität des Tests aufkommen. Die relativ lange Dau-
er des Assays könnte zu Instabilitäten beitragen, wobei ein gewisser Zellverlust/-tod zum Tra-
gen kommen würde. Die intrazelluläre Fluoreszenzfärbung dürfte hierbei möglicherweise Ab-
hilfe schaffen und Unterschiede deutlicher hervortreten lassen (Koester und Bolton et al. 2000, 
Herzenberg et al. 2002). Eine zu geringe HLA-Stimulation in der allogenen MLR erscheinet in 
Analogie zum Proliferationsassay ebenfalls möglich.  
Zusammengefasst lassen sich die Ergebnisse der Sekretionsassays folgendermaßen formulieren: 
Alle Monozytensubpopulationen induzieren eine Th1-Antwort, wobei die Potenz der CD16-
positiven Monozyten leicht über der der klassischen Monozyten liegt. 
 
4.2.3. Die Zytokinsekretion der Subpopulationen auf definierte Stimuli 
 
Als nächstes wurden die Monozytensubpopulationen gezielt durch definierte Reize zur Zytokin-
sekretion angeregt. Damit sollten Unterschiede im Sekretionsmuster der einzelnen Zellarten 
aufgedeckt werden. Drei verschiedene Stimuli wurden dabei eingesetzt: LPS, Zymosan und 
über CD3/CD28 stimulierte T-Lymphozyten. Mit LPS als Bestandteil gramnegativer Bakterien-
zellwände konnte die Zytokinsekretion über den CD14/Toll-like Rezeptor 4-Weg betrachtet 
werden (Beutler 2000a und b, Beutler und Rietschel 2003). Zymosan ist Zellwandbestandteil 
der Hefe Saccharomyces cerevisiae und interagiert über Toll-like Rezeptor 2 (Medzhitov und 
Janeway 2000, Takeuchi und Akira 2000). Die aktivierten T-Zellen wurden im Rahmen eines 
Zellinteraktionassays verwendet. Diese haben nach ihrer CD3/CD28-Stimulation verschiedene 
Oberflächenmoleküle hoch exprimiert. Dazu gehören u.a. CD40L, CD2, LFA-1 und CD44. 
Einige dieser Moleküle stabilisieren den T-Zellrezeptor/MHC-II-Komplex, sodass eine hinrei-
chende Aktivierung der beteiligten Zellen möglich wird (Gudmundsdottir et al. 1999, Bour-
Jordan und Bluestone 2002, Duffield 2003 und Murphy et al. 2008). Die verwendeten T-
Lymphozyten können aber durch ihre Fixierung keine Zytokine mehr abgeben. Die Folge ist 
eine Stimulierung der Monozyten über die immunologischen Synapse mit Mediatorensekretion 
(Bromley et al. 2001, Murphy et al. 2008) ohne Überlagerung durch das Zytokinprofil der T-
Zellen. Zur Bestimmung wurden fünf Zytokine ausgewählt (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-
10), welche in autoimmunen und inflammatorischen Prozessen eine Rolle spielen (Feldmann et 
Diskussion 
87 
al. 1996, Kruglov et al. 2008). Die Analyse wurde mit der vielfältig eingesetzten und etablierten 
ELISA-Technik durchgeführt (Porstmann und Kiessig 1992). An dieser Stelle folgt nun die 
Diskussion der einzelnen Ergebnisse: 
 
• Nach Zugabe von LPS stieg die Sekretion von TNF-α stetig von Sub1, über Sub2 auf das 
höchste Niveau in Sub 3 an. Dass die CD16-positiven Monozyten eine hohe TNF-α-
Produktion aufweisen, wurde in der Literatur schon mehrfach erwähnt (Thieblemont et al. 
1995, Frankenberger et al. 1996, Belge et al. 2002, Iwahashi et al. 2004). Eine Differenzie-
rung im Sekretionsmuster, abhängig vom Phänotyp der nichtklassischen Monozyten, wurde 
erst kürzlich durch Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) und Mikołajczyk et al. (2009) be-
schrieben. Diese kamen zu ähnlichen Ergebnissen, wie sie in diesem Teil der Arbeit vorge-
stellt wurden. Cros et al. (2010) hingegen demonstrierten sogar die höchste TNF-α-Sekretion 
durch die CD14++/CD16+-Monozyten unter LPS. Wenn bei niedriger CD14-Expression 
gleichzeitig mehr TNF-α produziert wird, könnte dies auch mit der TLR4-Expression in Zu-
sammenhang stehen. Denn LPS wird durch CD14 und TLR4 (als Dimer) gemeinsam erkannt 
(Beutler und Rietschel 2003, Núñez Miguel et al. 2007). So wäre es denkbar, dass parallel 
zum TNF-α-Anstieg auch eine Zunahme des TLR4 auf der Zelloberfläche erfolgt. Dass die 
TLR4-Expression auf CD16-positiven Monozyten höher ist, haben schon Skinner et al. 
(2005) angesprochen. Allerdings zeigten Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008), dass der pro-
zentuale Anteil an TLR4-positiven Zellen in Sub1 und -2 gleich, aber höher als in Sub3 ist. 
Dagegen lagen in der MFI-Analyse der TLR4-Oberflächenexpression Sub2 und -3 auf iden-
tischen Niveau, aber über dem der Sub1. Völlig im Wiederspruch zu all diesen Arbeiten fan-
den Urra et al. (2009) keine Unterschiede in der TLR4-Ausprägung zwischen den drei 
Monozytengruppen. All diese Ergebnisse könnten deshalb zu dem Schluss führen, dass die 
Unterschiede eher in der Signaltransduktion zu suchen sind. Dabei hätten die CD14++/CD16+ 
und CD14+/CD16+, unabhängig von der TLR4-Expression, ein besonders günstiges 
Transduktionsverhalten. Nach den jetzigen Befunden müssten sich hierbei die 
CD14+/CD16+-Monozyten sehr deutlich hervorheben. Nur neue Versuche können diese Fra-
ge endgültig klären. 
In den Zymosanansätzen zeigten sich keine Differenzen zwischen den Populationen. Das Er-
gebnis spricht gegen die Befunde von Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008). Diese berichte-
ten über eine erhöhte TNF-α-Abgabe nach Zymosanstimulation durch die CD16-positven 
Monozyten im Vergleich zu den CD14++/CD16-. Unterstützt wird diese Aussage durch die 
Arbeit von Belge et al. (2002), welche eine erhöhte mediane TLR2-Intensität auf den nicht-
klassischen Monozyten feststellten. Urra et al. (2009) hoben die CD14++/CD16+-Fraktion als 
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diejenige mit der höchsten TLR2-Rate hervor. Dabei läuft die Erkennung von Zymosan über 
TLR2 (Medzhitov und Janeway 2000). Aber die von Belge et al. (2002) beschriebene Diffe-
renz ist bei genauer Betrachtung eher schwach und Skinner et al. (2005) bzw. Skrzeczyńska-
Moncznik et al. (2008) zeigten keine wesentlichen Unterschiede in der TLR2-Expression 
zwischen den Subpopulationen. Dennoch eine mögliche Erklärung für die Unstimmigkeiten, 
zwischen den hier gezeigten Experimenten und Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008), könn-
te durch eine zu hohe Konzentration von Zymosan in den Versuchsansätzen bedingt sein. 
Die Folge wäre eine stärkere Stimulation der Monozytensubpopulationen, mit dem Ergebnis, 
dass sich das Sekretionsverhalten untereinander angleicht. Dafür sprechen ebenfalls die hö-
heren absoluten Ergebniswerte in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu Skrzeczyńska-
Moncznik et al. (2008). 
Eine der interessantesten Ergebnisse lieferte der Zellinteraktionsassay. Dabei stellten sich die 
CD14++/CD16+-Monozyten als die stärksten TNF-α-Produzenten unter den betrachteten 
Subpopulationen heraus. Subpopulation 3 war dabei immer noch stärker sekretorisch aktiv 
als Subpopulation 1. Ein solches Ergebnis ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Es 
zeigt das Potential der Sub 2 besonders aktiv auf T-Zellen zu reagieren. Dies ist im Einklang 
mit der hohen HLA-DR-Expression der CD14++/CD16+-Monozyten, demonstriert in den 
Vorexperimenten (siehe Einleitung) und bei einigen weiteren Autoren (Skrzeczyńska-
Moncznik et al. 2008 und Urra et al. 2009). Es fällt auf, dass die absoluten Werte dieser Er-
gebnisse nicht so ausgeprägt sind wie die der anderen Stimulationsansätze. Dies kann durch 
die Versuchsverhältnisse (unterschiedlich starke Stimulierung der T-Zellen, Veränderungen 
der Oberflächenmoleküle durch die Fixierung etc.) bedingt sein. In vivo wären eventuell 
noch deutlich höhere Werte zu erwarten. TNF-α ist eines der wichtigsten Zytokine bei der 
rheumatoiden Arthritis (Feldmann et al. 1996). Die schon in den Arbeiten von Kawanaka et 
al. (2002) und Iwahashi et al. (2004) gezeigte Bedeutung der CD16-positiven Monozyten bei 
RA muss eventuell, aufgrund der Resultate dieser Arbeit, zugunsten der CD14++/CD16+-
Subpopulation interpretiert werden. Zumal jene Gruppe von Monozyten unter diesen Krank-
heitsbedingungen deutlich erhöht ist (siehe Abbildung 4 A und B) der Vorexperimen-
ten/Einleitung). 
 
• Die Resultate der IL-1β-Bestimmung lassen sich folgendermaßen zusammenfassen: Unter 
LPS sekretieren die CD16-positiven mehr IL-1β als die CD16-negativen Monozyten. Sub-
population 2 zeigte dabei etwas niedrigere Werte als Subpopulation 3 (nicht signifikant). Ein 
ähnliches IL-1β-Muster nach LPS-Stimulation beschrieben auch Mikołajczyk et al. (2009). 
So bleibt am Ende der hiesigen Auswertung offen, ob sich die zwei Populationen der CD16+-
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Monozyten in ihrer IL-1β-Sekretion nicht doch voneinander unterscheiden. Abweichend da-
von beobachteten Cros et al. (2010) die stärkste IL-1β-Sekretion bei den CD14++/CD16+ un-
ter dem Einfluss von LPS. Im Zymosanansatz und im Zellinteraktionsassay ließen sich keine 
Differenzen zwischen den Monozytenarten feststellen. Dass die CD16-positiven Zellpopula-
tionen IL-1β auf bestimmte Reize (z.B. Lipoteichonsäure/LTA) sekretieren, ist schon länger 
bekannt (Horelt et al. 2002, Iwahashi et al. 2004). Dabei reagiert LTA, ebenso wie LPS, über 
CD14/TLR4 (Takeuchi und Akira 2001). In den Ergebnissen von Horelt et al. (2002) zeigten 
sich jedoch keine Unterschiede in der IL-1β-Produktion zwischen CD16+- und CD16--
Monozyten nach LTA-Gabe. Es lässt sich deshalb darüber spekulieren, ob LPS ein stärkerer 
Stimulator für IL-1β in CD16+-Monozyten ist. Ein höheres Ansprechen auf gramnegative 
Bakterien wäre die Folge, da LTA ein Zellwandbestandteil grampositiver Bakterien ist (Ta-
keuchi und Akira 2001). Die Abweichung zwischen Subpopulation 1 und Subpopulation 2 
bzw. 3 in den hier demonstrierten Befunden scheint jedoch nicht an einer höheren IL-1β-
mRNA-Menge in den CD16+ zu liegen. Denn Frankenberger et al. (1996) zeigten auf dieser 
Ebene keine Unterschiede zwischen CD16+- und CD16--Monozyten nach LPS-Stimulation. 
Weitere Mechanismen auf Posttranskriptionsebene oder andere Rezeptorwege könnten eine 
Rolle spielen. Die annähernd gleichen IL-1β-Werte unter Zymosan oder im Versuch mit sti-
mulierten T-Zellen verdeutlichen ein gutes Ansprechen aller drei Populationen auf dem 
TLR2-Weg bzw. im Rahmen der immunologischen Synapse. 
IL-1β und TNF-α spielen bei vielen inflammatorischen Prozessen eine Rolle. So z.B. bei der 
Arthritis urica (Pope und Tschopp 2007) oder während der Akuten-Phase-Reaktion, wie sie 
unter septischen bzw. infektiologischen Bedingungen vorkommt (Svanborg et al 1999, Sheth 
und Bankey 2001). Bei Infektionen mit gramnegativen Bakterien trägt LPS wesentlich zur 
Freisetzung dieser Zytokine bei (Beutler und Rietschel 2003). Daher könnten gerade die 
CD16-positiven Monozyten unter septischen Verhältnissen eine gewichtige Bedeutung ha-
ben, wenn man die beschriebenen IL-1β und TNF-α Ergebnisse betrachtet. Unterstützt wird 
dieser Gedanke durch die Beobachtungen von Fingerle et al. (1993) und Blumenstein et al. 
(1997), die die nichtklassischen Monozyten als möglichen Teil der Pathophysiologie der 
Sepsis diskutierten. 
 
• In der Auswertung der IL-6-Sekretion stellte sich folgendes Bild dar: Sowohl im LPS als 
auch im Zymosanansatz produzierten die CD14++/CD16- das meiste IL-6 und die 
CD14++/CD16+- bzw. CD14+/CD16+-Monozyten lagen darunter. Ähnliche Resultate mit LPS 
beschrieben auch Cros et al. (2010), zumindest für das Verhältnis von den CD14++/CD16- zu 
den CD14+/CD16+. Die Sub1- und Sub2-Monozyten zeigten sich jedoch bei diesen Autoren 
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auf dem gleichen hohen Niveau. Im Zellinteraktionsassay ließ sich nur eindeutig festhalten, 
dass Subpopulation 1 deutlich mehr IL-6 abgibt als Subpopulation 2. Die Sub3 scheint dabei 
entweder eine Mittelstellung einzunehmen oder sich bei ähnlichen Werten wie Sub2 einzu-
stellen. Beides ließ sich aber statistisch weder ein- noch ausschließen. Eine größere Fallzahl 
könnte hier vielleicht Klarheit bringen. Interleukin-6 gilt, neben TNF-α und IL-1β, als klassi-
sches Zytokin im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses wie Infektion, Sepsis oder ver-
schiedenen Autoimmunerkrankungen (Bopst et al. 1998, Svanborg et al. 1999, Lipsky 2006). 
Dabei kommt es durch TNF-α, IL-1β und Interleukin-6 zur Induktion einer Akuten-Phase 
Reaktion, was sich z.B. in Fieber und der Produktion von Akuten-Phase-Proteinen in der Le-
ber äußert (Sheth und Bankey 2001). Auf lokaler Ebene regt Interleukin-6 die Proliferati-
on/Aktivierung von T-Zellen und die Differenzierung von B-Zellen an (van Snick 1990). Re-
lativ wenig ist beschrieben über das Sekretionsverhalten der CD16-positiven Monozyten in 
Bezug auf dieses Zytokin. Horelt et al. (2002), Iwahashi et al. (2004) und Skrzeczyńska et al. 
(2002) haben gezeigt, dass auch die nichtklassischen Subpopulationen IL-6 produzieren. Da-
bei hatte Horelt et al. (2002) festgestellt, dass nach LTA-Stimulation keine Unterschiede 
zwischen CD16+- und CD16--Monozyten zu finden sind. In den hier gezeigten Versuchen 
wurden jedoch andere Stimuli verwendet, die wahrscheinlich über ein besseres Ansprechen 
zu einem differenzierteren Sekretionsmuster führten. Obwohl die CD16-positiven Monozy-
ten in diesen Experimenten weniger IL-6 abgaben, sind deren absolute Werte immer noch 
hoch. Daher könnten alle Subpopulationen unter entzündlichen Bedingungen eine Rolle spie-
len, auch wenn Abstufungen und spezialisierte Aufgaben aus dem Sekretionsprofil ableitbar 
erscheinen. Weil Frankenberger et al. (1996) zeigten, dass sich die IL-6-mRNA-Menge zwi-
schen den CD16+- und den CD16--Monozyten nicht differiert, wären auch Unterschiede in 
posttranskriptionellen Mechanismen oder in der Steuerung der Zytokinsekretion möglich. 
Weitere Untersuchungen der einzelnen Subpopulationen zu diesen Regulatoren müssten fol-
gen. Festzuhalten bleibt, dass wahrscheinlich auch die CD16-positiven Monozyten syste-
misch (Inflammation) und lokal (Immunmodulation von B/T-Zellen) über Interleukin-6 wir-
ken. 
 
• Die Analyse der Interleukin-8-Ergebnisse brachte folgendes zutage: In allen drei Versuchs-
ansätzen lag ein ähnliches Sekretionsmuster vor. Die umfangreichsten IL-8-Mengen wurden 
von Subpopulation 1 sekretiert, gefolgt von Subpopulation 2. Am wenigsten IL-8 fand sich 
in den Ansätzen der Subpopulation 3. Die Beobachtungen des LPS-Musters stimmen dabei 
mit den Untersuchungen von Cros et al. (2010) überein. Interleukin-8, auch bezeichnet als 
CXCL8, ist ein Zytokin mit vielfältigen Funktionen. Es wirkt chemotaktisch auf alle migrie-
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renden Immunzellen, aktiviert neutrophile Granulozyten, fördert die Angiogenese und vieles 
mehr (Mukaida 2003, Brat et al. 2005, Aukrust et al. 2008). Damit ist es z.B. bei Infektionen 
oder rheumatoider Arthritis von Bedeutung (Feldmann et al. 1996, Larsson et al. 1999). 
Schon Iwahashi et al. (2004) zeigten für die CD16-positive Fraktion eine IL-8-Sekretion 
nach LTA-Stimulation. Aber weitere Hinweise zu diesem Themenkreis lassen sich in der Li-
teratur kaum finden. Dabei hat IL-8 eine zentrale Rolle im immunologischen Zusammen-
hang, wie oben bereits erwähnt. Die CD14++/CD16+-Monozyten grenzen sich auch hier von 
den übrigen beiden Populationen ab. Sie könnten eine Sonderform zwischen Sub1 und Sub3 
darstellen, welche durch ihre Mittelstellung einen regulativen bzw. ausgleichenden Charakter 
haben. Dennoch könnte man die Sub2-Monozyten entsprechend ihrer IL-8-Werte ebenso gut 
als proinflammatorisch einordnen. Die CD14+/CD16+-Monozyten scheinen, im Gegensatz zu 
den Ergebnissen der TNF-α- und IL-1β-Messungen, mit ihrer geringen IL-8-Sekretion weni-
ger inflammatorische Potenz zu besitzen. Dies könnte aber auch dadurch bedingt sein, dass 
ihre Aufgaben unter pathophysiologischen Bedingungen z.B. weiniger in der Chemotaxis 
liegen. Eine gezielte Evaluation könnte in diesen Punkt weiter für Aufklärung sorgen. 
 
• Die Interleukin-10-Abgabe erreichte in Subpopulation 1 und 2 annähernd den gleichen Um-
fang. Beide lagen aber deutlich über dem der Subpopulation 3. Dies galt sowohl für den 
LPS- als auch für den Zymosanversuch. Im Zellinteraktionassay konnten praktisch keine IL-
10-Werte detektiert werden. Bei Interleukin-10 handelt es sich um ein antiinflammatorisches 
Zytokin, welches auch entsprechend seiner Aufgabe als „cytokine synthesis inhibitory fac-
tor“ (CSIF) bezeichnet wird. Es kann die Funktion der Makrophagen, T-Zellen und NK-
Zellen hemmen. IL-10 trägt dazu bei eine Immunreaktion zu kontrollieren und das Über-
schießen dieser zu verhindern. Die vielfältigen pleiotropen Effekte erstrecken sich dabei über 
die gesamte myeloide und lymphoide Zellreihe (de Waal et al. 1991, Moore et al. 1993 und 
2001, Haddad et al. 2002). In der Literatur haben Skrzeczyńska et al. (2002) mittels intrazel-
lulärer Färbung die IL-10-Produktion auch in den nichtklassischen Monozyten demonstriert 
und Iwahashi et al. (2004) wiesen auf die IL-10-Sekretion der CD16-positiven Monozyten 
nach LTA-Stimulation hin. Kawanaka et al. (2002) beschrieben, dass Interleukin-10 zusam-
men mit M-CSF und TGF-β die CD16-Expression auf den Blutmonozyten von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis steigern können. Wobei die CD14-Intensität auf den CD16+-
Monozytenpopulationen durch TGF-β reduziert und durch IL-10 erhöht wurde. Eine diffe-
renzierte Betrachtung jeder einzelnen Subpopulation im IL-10-Sekretionsverhalten unter be-
stimmten Stimuli führten Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008), Mikołajczyk et al. (2009) 
und Cros et al. (2010) durch. Im Einklang mit den hier ausgewerteten Resultaten demons-
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trierten Cros et al. (2010), dass Sub1 und -2 unter LPS-Zusatz mehr IL-10 produzieren als 
Sub3. Aber bei ihnen zeigte sich jedoch eine Tendenz zu niedrigeren IL-10-Werten bei Sub-
population 2 im Vergleich zu den klassischen Monozyten. Nach Inkubation mit LPS be-
schrieben Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) und Mikołajczyk et al. (2009) eine deutlich 
höhere IL-10-Abgabe für die Subpopulation 2 gegenüber den anderen Monozytenarten. Dies 
wiederspricht teilweise den hier dargestellten Befunden. Zwar sind auch in der vorliegenden 
Arbeit die Monozyten der Sub2 stärkere IL-10-Produzenten als die der Sub3, aber es lässt 
sich allenfalls ein Trend zu mehr IL-10-Sekretion im Verhältnis zur Sub1 feststellen. Als 
signifikant erwies sich dieser in der Auswertung nicht. Die höhere LPS-Konzentration, die in 
der jetzigen Arbeit verwendet wurde, könnte für das ausgleichen der Differenz zwischen den 
CD14++/CD16-- und den CD14++/CD16+-Monozyten gesorgt haben. Dass zumindest ein Teil 
der CD16-positiven Monozyten, in diesem Fall die CD14+/CD16+, sehr wenig IL-10 (unter 
LPS) bereitstellen, lässt sich auch mit den Befunden von Frankenberger et al. (1996) in 
Übereinstimmung bringen. Diese zeigten keine detektierbare IL-10-mRNA in den CD16+-
Subpopulationen, wobei diese in jener Arbeit zum Großteil den CD14+/CD16+-Monozyten 
entsprachen. In Übereinstimmung mit ihren ELISA-Messungen zeigten Skrzeczyńska-
Moncznik et al. (2008), dass die CD14++/CD16+ am meisten und die CD14+/CD16+ am we-
nigsten IL-10-mRNA nach LPS-Stimulation aufweisen. Diese Unterschiede waren aber sta-
tistisch nicht eindeutig, sodass deren Bedeutung unklar bleibt und sich bestenfalls Tendenzen 
erkennen lassen. 
Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) führten auch Versuche mit Zymosan durch. Sie kamen 
dabei zu ähnlichen Ergebnissen, wie sie oben beschrieben sind. Allerdings mit möglicher-
weise etwas höheren IL-10-Werten für die Sub2-Monozyten. 
Aus der fehlenden IL-10-Abgabe im Zellinteraktionsassay muss nicht unbedingt geschlossen 
werden, dass die Monozyten auf stimulierte T-Zellen kein Interleukin-10 sekretieren. Es 
könnte sich auch einfach um versuchstechnische Probleme handeln, welche durch Verände-
rungen des Zellkulturmilieus (z.B. über zusätzliche Zytokinstimulation) behoben wären. Die 
hier dargestellten Ergebnissen ermöglichen den Schluss, dass ein Teil der Monozyten 
(CD14++/CD16- und CD14++/CD16+) antiinflammatorische Kompetenz besitzen und die 
CD14+/CD16+ eher proinflammatorisch sind. Dabei könnten die CD14++/CD16+-Monozyten 
durchaus die stärksten IL-10-Produzenten sein, zu mindestens nach LPS-Stimulus. Weitere 
kritische Untersuchungen sind zur Beantwortung dieser Frage notwendig. Ob sich nun die 
Monozytensubpopulation 2 auch durch Autostimulation über IL-10, mithilfe von M-CSF und 
TGF-β, in die CD14+/CD16+-Population umwandelt, bleibt offen. Dies würde eine schritt-
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weise Entwicklung von Sub1, zu Sub2 und schließlich zu Sub3 nahelegen. Solch eine Hypo-
these müsste aber unter genau definierten Zellkulturbedingungen eruiert werden. 
 
Am Ende dieser Versuchsreihe bleiben noch einige Dinge festzuhalten. Methodisch kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass das Zellsortieren Einfluss auf die Zytokinsekretion hat, im Sinne 
einer unspezifischen Stimulation. Dies kann aber durch Subtraktion des Nullwertes (Kontrollan-
sätze) von den Messwerten kompensiert werden. Zu den Ergebnissen: Wenn man sich die Zyto-
kinprofile der einzelnen Monozytenarten betrachtet, erscheinen die CD16-positiven Subpopula-
tionen als proinflamatorisch. Diese Bedeutung wurde schon vielfach erörtert (Ziegler-Heitbrock 
2007). Auch ihr gesteigertes Ansprechen auf gramnegative Bakterien fand ebenfalls schon Be-
achtung (Herra et al. 1996). Neuere Arbeiten wie die von Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008), 
Cros et al. (2010) und die hier vorliegenden Daten lassen dabei die CD14++/CD16+-Subpopula-
tion besonders interessant erscheinen. Mit ihrem einerseits inflammatorischen (siehe Ergebnisse 
TNF-α, IL-1β, IL-8 und teilweise IL-6) und andererseits antiinflammatorischen Potential (siehe 
Ergebnisse Interleukin-10) könnte diesen Zellen eine spezialisierte regulatorische Funktion an-
gedacht werden. 
 
4.3. Diskussion der Experimente mit unreifen dendritischen 
       Zellen 
 
4.3.1. Expressionsverhalten und Morphologie der Sub-DCs 
 
Nachdem die Ergebnisse der Monozytenexperimente vermuten ließen, dass es sich bei den Sub-
populationen um morphologisch als auch funktionell unterschiedliche Zellen handelt, stellte 
sich die Frage, wie sich dies bei dendritischen Zellen verhält. In den Vorexperimenten zu dieser 
Arbeit wurde deutlich, dass speziell die HLA-DR-Expression charakteristisch für jede 
Monozytenuntergruppe ausgeprägt ist. Ob sich auch ein spezifisches Molekülmuster auf aus 
diesen Subpopulationen entwickelten dendritischen Zellen wiederfindet, sollte mit einer FACS-
Analyse überprüft werden. Dabei wurden bewusst nur unreife dendritische Zellen untersucht, 
um schon frühste Differenzen beim Übergang der Monozytenpopulationen in die entsprechen-
den Sub-DCs zu detektieren. Es wurden unter diesem Gesichtspunkt sechs Marker ausgewählt: 
HLA-DR, CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CD1a, CD 11c und CD83. Zusätzlich wurden die entwi-
ckelten Sub-DCs vor der FACS-Untersuchung in der Zellkultur fotografiert. In der Auswertung 
stellte sich folgendes Bild dar: Die Zellkulturaufnahmen zeigen morphologisch verschieden 
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differenzierte unreife Sub-DCs. HLA-DR wurde in jeder Subpopulation exprimiert. Dabei lagen 
die Sub1- und die Sub2-DCs auf gleichem Niveau in der MFI, aber merklich unter den Sub3-
DCs. Die Expression von CD80 und CD86 war niedrig, die von CD83 praktisch nicht vorhan-
den. CD1a wurde in allen Gruppen hoch exprimiert. In der Analyse der CD11c-Markierung 
zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme der prozentpositiven Zellen von den Sub1-DCs, über 
die Sub2-DCs auf fast null bei den Sub3-DCs. Die bei diesen Experimenten eingesetzte Gene-
rierung von dendritischen Zellen aus Monozyten ist ein gängiges und vielfältig beschriebenes 
Verfahren. Der Einsatz von GM-CSF und IL-4 (Sallusto und Lanzavecchia 1994, Rissoan et al 
1999) führt dabei zum Entstehen von „inflammatorischen dendritischen Zellen“ (monocyte-
derived DCs) (Shortman und Naik 2007). Diese sind unter den hier verwendeten Kulturbedin-
gungen noch als unreife DCs zu betrachten (Banchereau et al. 2000). Das verwendete Zellkul-
turmilieu entscheidet also über die Art der sich entwickelnden DCs (Palucka et al. 1998, Ancuta 
et al. 2000, Shortman und Naik 2007). Bei einem Vergleich mit anderen Arbeiten muss dies 
berücksichtigt werden. Die so erhaltenen Sub-DCs wurden nach einem Standardprotokoll fluo-
reszenzgefärbt und mit dem FACS untersucht. Die Ergebnisse der HLA-DR-Färbung zeigen 
hier ein deutlich anderes Bild als bei den Monozyten. In den Vorexperimenten war die Subpo-
pulation 2 noch diejenige mit der höchsten MFI bei HLA-DR, gefolgt von der Subpopulation 3. 
Dies trifft für die entsprechenden Sub-DCs nicht mehr zu. Während der Entwicklung zu dendri-
tischen Zellen scheint sich besonders bei der CD14++/CD16+-Subpopulation die MHC-
Expression deutlich zu verringern. Dagegen blieben die Sub3-DCs, bezogen auf ihre 
Monozytenvorläufer, relativ ähnlich in diesem Marker. Die Sub1-DCs erhöhten sogar im Ver-
gleich zu den CD14++/CD16--Monozyten ihre HLA-DR-Intensität, trotzdem war diese immer 
noch vergleichsweise schwach. Eine niedrige MHC-II-Expression ist für unreife dendritische 
Zellen nichts untypisches, denn diese haben vor allem intrazelluläres MHC-II. Erst nach Stimu-
lation zu reifen DCs wird die volle Oberflächenexpression erreicht (Banchereau und Steinman 
1998). So könnte die HLA-DR-Reduktion einen normalen Entwicklungsprozess der Sub2-
Monozyten beschreiben, bei dem diese Population ihre Antigenpräsentationsfähigkeit zunächst 
vermindert. Die Gründe dafür bleiben offen. Desweiteren sind die großen Standardabweichun-
gen auffällig, welche durch teilweise beträchtliche Schwankungen zwischen den Spendern zu-
stande kamen. Auf der anderen Seite wäre es möglich, dass auch das Zellsortieren selbst einen 
Einfluss auf die Resultate hatte. Eine Alteration der Monozyten könnte sich auf deren Entwick-
lungsfähigkeit zu Sub-DCs ausgewirkt haben. Die Folgen wären schwer abzuschätzen, wobei 
dann die Sub2 als besonders anfällig erscheinen würde. In der Literatur ist über solche Verände-
rungen während des Zellsortierens aber nichts erwähnt. Zusammengefasst lassen sich zwei Aus-
sagen ablesen: Erstens, alle Sub-DCs zeigen eine HLA-DR-Expression zu über 90 Prozent. 
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Zweitens, haben die unreifen Sub3-DCs wahrscheinlich eine bessere Antigenpräsentation (hö-
here HLA-DR-MFI) als die anderen beiden Gruppen. 
Bei CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) handelt es sich um kostimulatorische Moleküle auf antigen-
präsentierenden Zellen. Sie interagieren mit dem CD28 auf T-Zellen und führen so, zusammen 
mit dem MHC-TCR-Komplex und anderen Molekülen, zu einer ausreichenden Aktivierung 
(Gonzalo et al. 2001, Michel et al. 2001, Bour-Jordan und Blueston 2002, Greenwald et al. 
2005). Urra et al (2009) wiesen einen Anstieg der CD86-Intensität von Sub1, über Sub2 und 
weiter bis Sub3 bei Monozyten nach. Die niedrige Expression dieser beiden Moleküle in den 
hier präsentierten Versuchen passt dabei zur Morphologie von unreifen dendritischen Zellen 
(Banchereau et al. 2000). Da sich keine Population hervorhebt, könnte darauf hindeuten, dass 
alle Gruppen von unreifen Sub-DCs ein ähnliches kostimulatorisches Potential besitzen. Dies 
scheint sie ebenfalls von ihren Monozytenvorläufern zu unterscheiden. Diese Aussage ist natür-
lich nur unter den genannten Zellkulturbedingungen gültig und andere experimentelle Verhält-
nisse würden zu abweichenden Ergebnissen führen. Das CD1a ist ein MHC-I-ähnliches Mole-
kül und dient ebenso der Antigenpräsentation. Es bindet verschiedene mikrobiell-abgeleitete 
Glykolipide, Phospholipide und Lipopeptide (z.B. Mykolsäure oder Lipoarabinomannan) und 
präsentiert sie so den TCR (Jayawardena-Wolf und Bendelac 2001, Moody und Besra 2001, 
Moody und Porcelli 2002, Hava et al. 2005). Dabei ist CD1a für dendritische Zellen ein typi-
sches Molekül (Porcelli 1999, Banchereau et al. 2000). Die starke Expression dieses Markers in 
allen Sub-DCs demonstriert eine gute Entwicklung zu dendritischen Zellen unter den verwende-
ten Versuchsbedingungen. Es handelt sich also nicht mehr um gewöhnliche Monozyten. Zusätz-
lich kann darauf geschlossen werden, dass alle Sub-DCs suffizient in der Lage sind über den 
CD1a-Weg Antigene den T-Zellen anzubieten. Die niedrige CD83-Expression lässt die Unreife 
aller Sub-DCs erkennen. Denn erst nach Antigenkontakt und anschließender Reifung wird die-
ses Molekül hochreguliert (Banchereau und Steinman 1998). CD83 entspricht also einem Rei-
fungsmarker für dendritische Zellen, der aber auch mit der Regulation/Entwicklung von T- und 
B-Zellen in Verbindung gebracht wird. Die genaue Funktion dieses Moleküls ist aber zurzeit 
noch nicht klar (Lechmann et al. 2002, Breloer und Fleischer 2008, Prazma und Tedder 2008).  
CD11c ist ein Bestandteil des Komplementrezeptors 4 (CR4). Dieser Rezeptor gehört zur Grup-
pe der β2-Integrine. In diese ordnet man auch das LFA-1 und den Komplementrezeptor 3 (CR3) 
ein. Alle diese Moleküle haben dieselbe β2-Kette (CD18), aber verschiedene Alphaketten. 
CD11c ist eine dieser Alphaketten (αX) (Bilsland et al. 1994, Córbi und Lopéz-Rodríguez 
1997). Der Komplex aus CD11c und CD18 bildet also den CR4 (p150/95). Er bindet Fibrino-
gen, LPS, ICAM-1 und iC3b (Bilsland et al. 1994, Langeggen et al. 2002, Bullard et al. 2007). 
Dabei ist CD11c/CD18 lediglich als schwacher LPS-Rezeptor anzusehen (Ingalls et al. 1995). 
Diskussion 
96 
Die stetige Verringerung der CD11c-Expression zwischen den Sub-DC-Klassen könnte daher 
auch auf eine Abnahme der LPS-Bindung/Aktivierbarkeit, der Endotheladhäsion oder der Eli-
mination von Komplement hindeuten. Dabei wären die Sub3-DCs am stärksten betroffen, wäh-
rend die Sub2-DCs eine Übergangsstufe darstellen würden. Eine niedrige CD11c-Expression 
wird auch für eine spezielle Untergruppe von DC-Vorläuferzellen beschrieben. Die sogenannten 
plamazytoiden dendritischen Zellen. Es handelt sich dabei um runde, nicht dendritische, relativ 
lang lebende, zirkulierende Zellen. Diese können nach viralen oder mikrobiellen Kontakt große 
Mengen von IFN-α bzw. IFN-β produzieren und sich in antigenprozessierende/-präsentierende 
DCs verwandeln (Shortman und Liu 2002, Shortman und Naik 2007). Es wurde berichtet, dass 
diese CD4+/CD3-/CD11c- plasmazytoiden Zellen die Vorläufer für DCs darstellen, welche eine 
Th2-Antwort induzieren. Diese werden auch als DC2-Zellen bezeichnet (Rissoan et al. 1999, 
Banchereau et al. 2000). Sie könnten in der Pathogenese von atopischen Krankheiten eine Rolle 
spielen. Normalerweise haben die aus Monozyten entwickelten inflammatorischen dendriti-
schen Zellen eine intermediäre CD11c-Expression, sind CD4-negativ und zeigen eine Positivität 
für CD11b und MAC3 (Naik et al. 2006, Shortman und Naik 2007). Ob die hier beschriebenen 
unreifen DCs der Subpopulation 2 und 3 in irgendeiner Weise mit den plasmazytoiden DCs in 
Verbindung stehen, lässt sich an diesen Punkt noch nicht sagen. Weitere differenzierte Untersu-
chungen sind hierfür notwendig. 
Durch einige andere Autoren wurde schon öfters über das Expressionsverhalten von aus Mono-
zyten abgeleiteten dendritischen Subpopulationen berichtet. Beispiele dafür sind Schäkel et al. 
(1998), Ancuta et al. (2000) und de Baey et al. (2001). Allerdings sind Vergleiche untereinander 
und zu dieser Arbeit kaum möglich. Dies liegt darin begründet, dass zum Teil verschiedenste 
Zellkulturmedien und Zytokinstimulationen (unterschiedliche Kombinationen von IL-4, GM-
CSF und IL-10) zur Entwicklung eingesetzt wurden. Auch ganz andere Einteilungen der Sub-
populationen (z.B. M-DC8+ vs. M-DC8-) kamen zum Tragen. Allgemein lassen sich die Aussa-
gen dieser Arbeiten folgendermaßen formulieren: Die jeweils definierten und untersuchten Sub-
populationen weisen ein spezifisches Expressionsmuster diverser Oberflächenmoleküle auf und 
grenzen sich so voneinander ab. Damit verdeutlichen diese Ergebnisse, dass verschiedene Ein-
teilungen von Subpopulationen möglich sind, wobei es zwangsläufig zu Überschneidungen 
kommt. Sánchez-Torres et al. (2001) führten ebenfalls Versuche zu diesem Thema durch. Sie 
demonstrierten auf aus CD16-positiven Monozyten abgeleiteten DCs eine höhere Expression 
von CD86, CD11a und CD11c als auf aus CD16-negativen Monozyten entwickelten DCs. Da-
gegen waren die Verhältnisse bei CD1a und CD32 genau umgekehrt. Obwohl die Kulturbedin-
gungen sich ähneln und die Definition der Subpopulationen übertragbar ist, sind Rückschlüsse 
auf die hier gezeigten unreifen Sub-DCs so ohne weiteres nicht möglich. Denn bei den durch 
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Sánchez-Torres et al. (2001) verwendeten Zellpopulationen handelte es sich um durch TNF-α 
gereifte dendritische Zellen. Eine mithilfe von LPS oder TNF-α induzierte Reifung der hier 
vorgestellten Sub-DC könnte eine bessere Vergleichbarkeit zu jener Arbeit schaffen. 
In der Zusammenschau zeigen sich also Unterschiede zwischen den unreifen Sub-DC-Gruppen, 
z.B. in der Morphologie oder bestimmten Oberflächenmarkern. Klarere Differenzen könnten 
sich wohl erst nach deren Ausreifung darstellen. 
 
4.3.2. Das Proliferationsverhalten nach 7 und 14 Tagen 
 
In Analogie zu den Experimenten unter 3.2. wurde nun das Proliferationsverhalten von alloge-
nen T-Zellen als Reaktion auf die Sub-DCs untersucht. Diese Versuche sollten klären, ob sich 
Differenzen zu den MLRs der Monozytenkulturen ergeben. Eine andere Frage war, inwieweit 
sich darin die Ergebnisse der Oberflächenmarkeranalyse aus 3.3.2. wiederspiegeln. In der Aus-
wertung zeigten sich zwischen den einzelnen Sub-DC-Ansätzen nach 7 Tagen weder Unter-
schiede in der T-Zellproliferation noch in der Induktion von aktivierten (CD25+) T-
Lymphozyten. Allenfalls eine Tendenz dafür, dass die Sub2-DCs das schwächste Potential dies-
bezüglich haben, ließ sich finden. Der Anteil der naiven (CD45 RA+) T-Zellen differierte zwi-
schen den Subpopulationsansätzen und der Kontrolle nicht. In der Literatur lassen sich für diese 
Art von Experimenten nur weinige Beispiele finden. So untersuchten de Baey et al. (2001) die 
Proliferation von allogenen T-Zellen auf Stimulation (5 Tage) durch aus M-DC8+- und M-DC8--
Monozyten hervorgegangenen dendritischen Zellen. Dabei lag die Reaktion der T-Zellen mit 
diesen beiden DC-Gruppen auf demselben Niveau. Erst nach Ausreifung über LPS-Aktivierung 
zeigten sich höhere Werte bei den M-DC8+-DCs. Dagegen fanden sich bei Sánchez-Torres et al. 
(2001) keine Unterschiede in der Proliferation von allogenen T-Lymphozyten (nach 5 Tagen), 
trotz Entwicklung und Aktivierung der verwendeten Monozytenpopulationen zu reifen DCs. 
Dabei wurde nur zwischen dendritischen Zellen aus CD16+- und CD16--Monozyten unterschie-
den. Diese beiden Beispiele machen folgendes deutlich: Erstens, Vergleiche zu den hier gewon-
nenen Ergebnissen fallen schwer, zumal die M-DC8+-Monozyten nur ca. 40 % der 
CD14+/CD16+-Monozyten ausmachen (Siedlar et al. 2000). Zweitens, abhängig von der Subpo-
pulationsdefinition kann eine Reifung der DCs zu unterschiedlichen Resultaten führen. Betrach-
tet man die Höhe der HLA-Expression auf den Sub3-DCs so verwundert es, dass sie heterologe 
T-Zellen nur mit dem annähernd gleichen Potential stimulieren wie die anderen beiden Subpo-
pulationen. Warum die Sub2-DCs zu eher weniger Proliferation anregen als die Sub1-DCs, 
bleibt ebenso unklar. Unterschiede in der Kostimulation, jenseits von CD80 und CD86, erschei-
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nen als mögliche Ursache dabei denkbar. Aber auch ein ähnliches Zytokinmilieu in allen drei 
Ansätzen könnte für die vergleichbaren Proliverationsantworten gesorgt haben. 
Nach 14 Tagen Zellkultur zeigte sich die Verminderung der T-Zellproliferation im Sub2-DC-
Ansatz gegenüber dem Sub1-DC-Ansatz als signifikant. Die Einordung der Sub3-DCs bleibt 
dabei unklar. Der Anteil der CD25+-T-Zellen lag im Sub1-DC-Ansatz statistisch erkennbar über 
den anderen beiden. Das CD45 RA-Expressionsverhalten ähnelte dem im 7-Tagesversuch. Die 
in diesen Experimenten erhaltenen Werte könnte man als Weiterführung und Verdeutlichung 
der Ergebnisse des 7-Tagesansatzes interpretieren. Damit wären die dort vorhandenen Tenden-
zen nach einer längeren Inkubationszeit deutlicher zum Ausdruck gekommen, d.h. die Sub-DCs 
hätten nur mehr Zeit zum stimulieren benötigt. Desweiteren erzeugen länger angesetzte Kultu-
ren vielleicht auch stabilere Versuchsverhältnisse, die zu statistisch besseren Aussagen führen. 
Weshalb die einzelnen Sub-DCs solch ein T-Zellverhalten bewirken, bleibt auch nach 14 Tagen 
MLR ungeklärt. Als direkte Fortsetzung der 7-Tagesansätze erscheinen Spekulationen über 
deren kostimulatorisches Potential und das Zytokinmilieu hier ebenso plausibel wie dort. Die 
höheren Anteile der CD4- und CD25-negativen proliferierten T-Zellen sind am ehesten als 
Zellkulturartefakte zu interpretieren. Der Verlust von Zellmarkern auf aktivierten T-
Lymphozyten ist schon in den 14-Tagesassays der Monozyten aufgefallen. Die Gründe lassen 
sich auch hier nicht wirklich erfassen. Methodisch gesehen wurden die gleichen Versuchsbe-
dingungen gewählt wie bei den Monozytenansätzen. Dies ermöglicht eine Vergleichbarkeit der 
Daten, allerdings gelten dieselben Einschränkungen und Kritikpunkte wie sie schon in 4.2.1. 
beschrieben wurden. Unter anderem gehört dazu die fragliche Übertragbarkeit auf in vivo Ver-
hältnisse. Die Bedeutung Sub2-DCs mit ihrer schwachen Induktion von Proliferation bzw. Ak-
tivierung bei T-Helferzellen scheint eine andere zu sein als bei ihren CD14+/CD16+-
Monozytenvorläufern. Durch gezielte Reifung und weitere Differenzierung der dendritischen 
Subpopulationen könnten sich die einzelnen Charakteristika vielleicht besser nachweisen lassen. 
 
4.3.3. Der Sekretionsassay 
 
Nachdem die einzelnen Monozytensubpopulationen nachweislich eine Th1-Antwort induzieren, 
sollte diese Frage auch für die Sub-DCs geklärt werden. Die Möglichkeit einer Th2-Induktion 
stand ebenfalls noch im Raum. Letztere muss jedoch aufgrund der fehlenden IL-4-Sekretion 
verneint werden. Alle Sub-DCs zeigten im Assay eine schwache IFNγ-Sekretion. Wobei keine 
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu finden waren. De Baey et al. (2001) und 
Sánchez-Torres et al. (2001) berichteten über eine starke IFN-γ- und eine gut nachweisbare IL-
4-Produktion in der MLR. Dabei wurden allogene T-Lymphozyten mit verschiedenen, aus 
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Monozyten (CD16+ vs. CD16- bzw. M-DC8+ vs. M-DC8-) gereiften, DC-Populationen ange-
setzt. Warum diese Autoren zu solch deutlichen Ergebnissen kamen, die den hier besprochenen 
Daten scheinbar widersprechen, kann verschiedene Ursachen haben. Zunächst wären da die 
schon öfters erwähnten Probleme mit der Vergleichbarkeit, bedingt durch eine andere Populati-
onseinteilung und die Verwendung von ausgereiften DCs. Dazu kommen noch methodische 
Unterschiede. So wurden die T-Zellen bei Sánchez-Torres et al. (2001) vor der Messung mit 
einem Anti-CD3-Antikörper zusätzlich stimuliert. Bei diesen beiden Arbeiten wurden u.a. intra-
zelluläre FACS-Färbungen durchgeführt, welche mit der Abgabe von Zytokinen während eines 
Sekretionsassays nicht gleichzusetzen sind. Aber trotz dieser Unterschiede zeigten diese Versu-
che, dass sich die Menge der IFN-γ-positiven T-Zellen zwischen den jeweils betrachteten Sub-
populationsansätzen nicht unterschiedet. Dies stimmt mit den hier präsentierten Ergebnissen 
überein. Desweiteren beschrieben Sánchez-Torres et al. (2001) eine signifikant höhere IL-4-
Produktion bei den T-Zellen im Ansatz mit reifen DCs, welche sich aus CD16-positiven Mono-
zyten entwickelt hatten. Dies wurde aber nicht von de Baey et al. (2001) bestätigt, bei denen die 
Anteile der IL-4-positiven T-Zellen in den betrachteten DC/T-Zellkulturen (allogene T-Zellen 
mit aus M-DC8+- oder M-DC8--Monozyten entwickelten DCs) nicht differierten. Die CD3-
Stimulation bei Sánchez-Torres et al. (2001) könnte zu diesen Unterschieden geführt haben. Es 
wäre denkbar, dass ähnliche Versuchsbedingungen auch bei den Sub-DCs zu Veränderungen im 
IL-4-Sekretionsverhalten führen könnten. Das fehlende IL-4-Induktionsvermögen der CD11c-
negativen unreifen Sub3-DCs muss dabei nicht unbedingt gegen eine Th2-Aktivität sprechen. 
Rissoan et al. (1999) zeigten, dass erst die aus den plasmazytoiden Zellen vollausgereiften dend-
ritischen Zellen dieses Th2-Potential besitzen. Auch könnten schlechte Zellkulturvoraussetzun-
gen zu einer fehlenden Th2-Induktion geführt haben. Im Allgemeinen sind die Anmerkungen 
und Probleme die in 4.2.2. erwähnt wurden, natürlich auch für die Verhältnisse in diesem Teil-
abschnitt gültig. Eine wirkliche Einordnung der vorgestellten Ergebnisse in den Kontext der 
genannten Arbeiten lässt sich wahrscheinlich aber erst nach Ausreifung der Sub-DC-
Populationen und Wiederholung der Versuche erreichen. 
 
4.4. Ein Ausblick 
 
Die Unterscheidung der Monozyten in CD16-positive und CD16-negative Zellen ist seit dreißig 
Jahren präsent. Seitdem wurden immer wieder andere Einteilungen, z.B. mithilfe von CD33 
(Thomas und Lipsky 1994, Weber et al. 2000) oder CD64 (Grage-Griebenow et al. 2000 und 
2001b), vorgeschlagen. Damit wurden ständig neue und sich teils überschneidende Subpopula-
tionen von Monozyten definiert. Folglich wird klar, je mehr Oberflächenmarker man zur Verfü-
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gung hat, desto mehr Klassifikationen erscheinen möglich. Dabei handelt es sich beim 
Mononukleären Phagozytensystem um ein sehr dynamisches Gebilde. Wobei das zunehmend 
bessere Verständnis der genetischen Systeme und ihrer Reaktionen auf äußere Reize erkennen 
lässt, dass sich jeder einzelne Monozyt/Makrophage als eigenständige Einheit präsentiert. Des-
halb spekulierte Hume (2006), ob es nicht sinnvoller wäre die Zellen dieses Systems als Netz-
werk interagierender Gene zu verstehen. Doch praktisch gesehen lassen sich immer größere 
Gruppen von Zellen mit ähnlichem Entwicklungstand und gemeinsamen physiologischen Auf-
gaben festlegen. Zumal eine Einordnung mit klinischen und therapeutischen Konsequenzen in 
jedem Fall wünschenswert wäre. Die Verwendung der beiden Oberflächenmoleküle CD14 und 
CD16 hat sich gerade in diesem Punkt als positiv erwiesen. Viele Krankheiten aus dem infektio-
logischen und inflammatorischen Bereich zeigen eine Erhöhung der CD16-positiven Monozyten 
(Grage-Griebenow et al. 2001a, Ziegler-Heitbrock 1996 und 2007). Die weitere Aufteilung die-
ser Population in CD14++/CD16+- und CD14+/CD16+-Zellen, wie sie die experimentellen Be-
funde von Skrzeczyńska-Moncznik et al. (2008) und der vorliegenden Arbeit nahelegen, ist 
dabei auch mit klinischen Beobachtungen zu begründen. So brachten z.B. Schlitt et al. (2004) 
die CD14++/CD16+-Monozyten mit der koronaren Herzkrankheit in Verbindung und 
Skrzeczyńska et al. (2002) beschrieben deren Anstieg im Rahmen der Neugeborenensepsis. 
Heine et al. (2008) demonstrierten die wachsende Rate der kardiovaskulärer Ereignisse bei er-
höhten Werten von CD14++/CD16+-Monozyten in Dialysepatienten. Kürzlich berichteten Urra 
et al. (2009) bei Schlaganfallpatienten über eine Abnahme der Mortalität bei gleichzeitigem 
Anstieg der Subpopulation 2. Viele weitere Beispiele lassen sich dazu finden (siehe Einleitung). 
Die zukünftige Entwicklung wird entscheiden, ob die Klassifikation in drei Subpopulationen für 
klinische Einschätzungen bzw. Prognosen und das pathophysiologische Verständnis entschei-
dend sein wird. Die in den Vorexperimenten gezeigte selektive Erhöhung der CD14++/CD16+-
Monozyten bei rheumatoider Arthritis könnte dafür schon ein erster Hinweis sein. Die Frage 
nach der Beziehung der Subpopulationen zueinander lässt sich auch nach den hier durchgeführ-
ten Experimenten nur spekulativ beantworten. Die ausgewerteten Daten lassen eine Art Mittel-
stellung der Sub2 erkennen. Doch gehen die Monozytenpopulationen auseinander hervor oder 
entwickeln sie sich unabhängig voneinander aus einem gemeinsamen Vorläufer? Diese Frage 
kann bis heute nicht ausreichend geklärt werden (Grage-Griebenow et al. 2001a). Es lassen sich 
bestenfalls verschiedene Fakten zusammentragen. So wurden einerseits für die CD16-positiven 
Zellen Gemeinsamkeiten mit Gewebsmakrophagen nachgewiesen (Ziegler-Heitbrock et al. 
1993), andererseits wurde für diese Zellgruppen eine morphologische und funktionelle Ähnlich-
keit mit dendritischen Zellen beschrieben (Ancuta et al. 2000). Die immer mehr wahrgenomme-
ne Population der CD14++/CD16+/CD64+-Monozyten wurde dabei als immunregulatorischer 
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Phänotyp oder als ein Übergangsstadium zwischen den klassischen CD14++/CD16-- und den 
CD14+/CD16+-Monozyten diskutiert (Grage-Griebenow et al. 2001a und b, Gordon und Tylor 
2005). Die Entdeckung der M-DC8-Population durch Schäkel et al. (1998) brachte neue Ein-
sichten. Dabei sind die M-DC8+-Zellen größtenteils eine Subpopulation der CD14+/CD16+-
Monozyten (Siedlar et al. 2000). Die M-DC8+-Monozyten scheinen eine Gruppe von Vorläufern 
für dendritische Zellen zu sein (de Baey et al. 2001). Doch für die Gesamtheit der CD16-
positiven Monozyten wurde eine gute Gewebeemigration mit Wandlung zu dendritischen Zellen 
beschrieben (Randolph et al. 2002). Desweiteren ist für alle Monozytenarten eine mögliche 
Differenzierung zu DCs bekannt (Sallusto und Lanzavecchia 1994, Ancuta et al. 2000). Es er-
scheint also möglich, dass die CD14++/CD16+-Monozyten eventuell Vorläufer für bestimmte 
Untergruppen der CD14+/CD16+ sind. Wahrscheinlich ist aber ebenso ein flexibles System von 
Zellgruppen mit mehreren Differenzierungsmöglichkeiten in Abhängigkeit des jeweiligen Zyto-
kinmilieus. Die angedachte regulatorische Funktion der Subpopulation 2 wäre unter diesen Um-
ständen gut vorstellbar. Dagegen ist eine generelle Zuschreibung der CD16-positven Monozyten 
als „proinflammatorischen“ Zellen bei allen Infektionskrankheit eine zu grobe Verallgemeine-
rung (Strauss-Ayali et al. 2007). Viel wichtiger scheint der Gedanke, ob die gewonnen in vitro 
Erkenntnisse überhaupt Gültigkeit im Organismus haben. Gerade Tiermodelle wie die Maus 
helfen hierbei weiter. Geissmann et al. (2003) konnten zwar ebenfalls zwei Hauptpopulationen 
von Monozyten (Gr1+/Ly6C+ bzw. Gr1-/Ly6C-) in der Maus definieren, doch ob diese voll-
kommen analog zu den menschlichen CD16-- bzw. CD16+-Monozyten sind bleibt offen 
(Strauss-Ayali et al. 2007, Randolph et al. 2009). Gerade die inverse Reaktion der Subpopulati-
onen von Mensch und Maus unter pathologischen Verhältnissen unterstreicht dies deutlich. Bei 
Mäusen herrscht die Gr1+/Ly6C+-Subpopulation, also das diskutierte Gegenstück zu den CD16--
Monozyten, unter inflammatorischen Bedingungen vor. Dabei differenzieren sich diese zu 
dendritischen Zellen. Während die Gr1-/Ly6C--Monozyten, welche den CD16+-Monozyten ent-
sprechen sollen, vor allem im Blut und nicht entzündeten Gewebe vorkommen (Geissmann et 
al. 2003, Strauss-Ayali et al. 2007). Dagegen konnten Auffray et al. (2007) zeigen, dass die Gr1-
/Ly6C--Monozyten über LFA-1 besonders früh in geschädigtes Gewebe eindringen, zu Makro-
phagen differenzieren und so den menschlichen CD16+-Monozyten sehr ähnlich sind. Verglei-
che und Rückschlüssen zwischen diesen beiden Lebewesen bleiben also schwierig (Strauss-
Ayali et al. 2007). Sunderkötter et al. (2004) beschriebenen Ly6Cmed-high-Mausmonozyten als 
Äquivalente der Subpopulation 2 und wurden hierbei von verschiedenen Autoren bestätigt (Qu 
et al. 2004, Tacke und Randolph 2006, Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Gerade in diesem Modell 
konnte eine Entwicklung der Gr1+/Ly6C+ zu den Gr1-/Ly6C-, über die Zwischenform 
Gr1int/Ly6Cmed-high, nachgewiesen werden (Sunderkötter et al. 2004, Tacke und Randolph 2006). 
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Dies stützt bei Übertragung auf humane Monozyten die Betrachtung der CD14++/CD16+ als ein 
Übergangsstadium (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Die Entdeckung und Verwendung von spezi-
fischeren Markern für die Mausmonozyten würde helfen die Subpopulationen genauer zu defi-
nieren und damit Analogien zum Menschen erleichtern (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Letzt-
endlich wird man aber immer gewisse Unterschiede zwischen den verschiedenen Lebewesen 
haben und diese als Modelleinschränkungen akzeptieren müssen. Viele Fragen bleiben also 
unbeantwortet, so auch bezüglich des Induktionsverhaltens der einzelnen Monozytenarten für 
die T-Zellpopulation Th17. Dabei handelt es sich um eine Interleukin-17 produzierende Gruppe 
von T-Helferlymphozyten mit hochinflammatorischen Potential. Diese werden mit einer Viel-
zahl von entzündlichen und autoimmunen Krankheiten in Verbindung gebracht (Fouser et al. 
2008 und Tesmer et al. 2008). Dazu gehört unter anderem der Diabetes mellitus Typ I, das 
Asthma bronchiale, die chronisch entzündlichen Darmerkrankungen und die rheumatoide Arth-
ritis. Aufgrund des inflammatorischen Profils der CD14++/CD16+- und CD14+/CD16+-
Monozyten könnte eine dieser Gruppen vielleicht in Verbindung mit den Th17-Zellen gebracht 
werden. Weiterführende Experimente zu diesem Thema würden darüber Aufschluss geben. 
Am Ende dieser Arbeit bleibt festzuhalten: Monozyten sind definitiv keine homogene Zellgrup-
pe. Dies scheint insbesondere für die CD16-positiven Monozyten zu gelten. Die Populationen 
können morphologisch, funktionell und bezüglich ihrer weiteren Differenzierung unterschieden 
werden. Dabei lässt sich ein eigenständiger Platz der CD14++/CD16+-Monozyten erkennen. Die 
differenzierte klinische Bedeutung der drei Subpopulationen wird zudem immer deutlicher, 
muss aber weiter evaluiert werden. Dabei erleichtern die in dieser Arbeit erhobenen Daten eine 
Interpretation bzw. Einordnung der CD14++/CD16+-Monozytensubpopulation in das 
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Seit 20 Jahren unterteilt man Monozyten in eine klassische CD14++/CD16--Population und eine 
proinflammatorische CD16+-Population. Letztere macht 10-20 % der peripheren Blutmonozyten 
aus und ist unter verschiedenen pathologischen Zuständen drastisch erhöht. Seit Kurzem wird 
die CD16+-Fraktion in zwei weitere Untergruppen aufgeteilt, die CD14++/CD16+- und die 
CD14+/CD16+-Monozyten. In der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht, die relativ neue und 
wenig charakterisierte Subpopulation der CD14++/CD16+-Monozyten näher zu beschreiben. Es 
sollte die Frage beantwortet werden, ob diese sich von den übrigen Subpopulationen abzugren-
zen lässt und damit als eigenständige Zellgruppe anzusehen ist.  
Die von gesunden Spendern gewonnen peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs) wurden 
mithilfe einer Magnetsäulenvorseparation von einem Großteil der T-, B- und NK-Zellen befreit. 
Die restlichen Zellen wurden mit Anti-CD14-FITC und Anti-CD16-PE markiert. In einem 
Hochgeschwindigkeitssortierer wurden diese, anhand ihres Fluoreszenzmusters, in die drei Sub-
populationen CD14++/CD16- (Sub1), CD14++/CD16+ (Sub2) und CD14+/CD16+ (Sub3) aufge-
teilt. Durch dieses Verfahren konnte ein hoher Reinheitsgrad erreicht werden. Die erhaltenen 
Subpopulationen wurden mit heterologen CD4+-T-Lymphozyten zusammen gebracht. Die Re-
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aktion dieser T-Zellen auf die verschiedenen Subpopulationen wurde im Proliferations- und 
Sekretionsassay (IFN-γ, IL-4) studiert. Des Weiteren wurde die Zytokinsekretion der Monozy-
tenarten nach definierter Stimulierung (LPS, Zymosan, aktivierte T-Zellen) analysiert. In einem 
zweiten Versuchskomplex wurden aus den jeweiligen Subpopulationen unreife dendritische 
Zellen (Sub-DCs) differenziert und diese auf bestimmte Oberflächenmarker bzw. deren Verhal-
ten mit heterologen CD4+-T-Zellen im Proliferations-/Sekretionsassay (IFN-γ, IL-4) untersucht. 
Nach 7 Tagen Inkubation fanden sich im Sub2- und Sub3-Ansatz ca. 10 % mehr proliferierende 
T-Zellen als im Sub1-Ansatz. Dabei lag der Anteil der CD25+-T-Zellen in diesen beiden Ver-
suchsansätzen ebenfalls um 10 % höher. Der Proliferationsassay über 14 Tage zeigte für die 
Sub3 ca. 10-15 % mehr proliferierende T-Zellen als für die anderen Populationen. Das Niveau 
der CD25-Expression der T-Zellen war hierbei in allen drei Ansätzen gleich. Im Sekretionsas-
say induzierten alle drei Subpopulationen eine Th1-Antwort, jedoch mit einem leicht höheren 
Anteil IFN-γ-positiver T-Zellen für die CD16+-Monozyten. Durch LPS-Gabe produzierten die 
CD14+/CD16+-Monozyten am meisten TNF-α, gefolgt von den CD14++/CD16+. Bei den 
CD14++/CD16- fanden sich die geringsten Mengen an TNF-α. Zusammen mit aktivierten T-
Zellen demonstrierten die CD14++/CD16+-Monozyten die stärkste TNF-α-Sekretion unter allen 
anderen Subpopulationen. Für die beiden CD16+-Populationen wurden nach LPS-Stimulation 
höhere Werte für IL-1β bestimmt als für die klassischen Monozyten. Sowohl im LPS- als auch 
im Zymosanansatz lag die IL-6-Sekretion der CD14++/CD16--Subpopulation über der der ande-
ren zwei Fraktionen. Unter allen drei Stimuli wurden die höchsten Werte für IL-8 bei den 
CD14++/CD16--Monozyten detektiert, gefolgt von den CD14++/CD16+. Am niedrigsten lag die 
IL-8-Produktion bei den CD14+/CD16+. Die IL-10-Sekretion im LPS- und im Zymosanansatz 
der CD14++/CD16-- und CD14++/CD16+-Monozyten war gegenüber der CD14+/CD16+-
Subpopulation erhöht. 
Nach Entwicklung der unreifen dendritischen Zellen aus den entsprechenden Monozytenarten 
weisen diese eine differenzierte Morphologie auf. Die DCs der CD14+/CD16+-Monozyten hat-
ten eine stärkere HLA-DR-Expression in der mittleren Fluoreszenzintensität als die anderen 
beiden Sub-DC-Populationen, wobei sich keine Unterschiede in der HLA-DR-
Expressionsintensität zwischen Sub1- und Sub2-DCs feststellen ließen. Der Anteil der CD11c-
positiven Zellen war bei den Sub1-DCs deutlich größer als bei den Sub2-DCs. Dagegen expri-
mierten die Sub3-DCs praktisch kein CD11c. Im Proliferationsassay über 7 Tage ergaben sich 
keine signifikanten Differenzen zwischen den Subpopulationen. Allerdings zeigte sich eine 
Tendenz zu geringeren Werten im Anteil proliferierender bzw. CD25-positiver T-Lymphozyten 
für den Sub2-DC-Ansatz. Nach 14 Tagen im Assay war der Anteil der proliferierenden T-Zellen 
bei den Sub1-DCs um 10 % höher als bei den Sub2-DCs. Es fanden sich ca. 10 % mehr CD25+-
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T-Zellen im Sub1-DC-Ansatz als in den anderen beiden Ansätzen. Der Sekretionsassay erbrach-
te für alle Sub-DCs eine Th1-Induktion der T-Zellen. Dabei ließen sich keine Abweichungen im 
Anteil IFN-γ-positiver T-Zellen zwischen den einzelnen Sub-DC-Kulturen nachweisen.  
Die gewonnen Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen auf der einen Seite das proinflammatori-
sche Potential (z.B. TNF-α-Sekretion, erhöhte Proliferation), auf der anderen Seite die antiin-
flammatorische Komponente (IL-10-Sekretion) der CD14++/CD16+-Monozyten. Eine Rolle in 
der Regulation von entzündlichen und infektiologischen Erkrankungen erscheint für diese Sub-
population denkbar. Die Subpopulation 2 kann dabei als eigenständige Monozytenfraktion be-
trachtet werden. Die funktionellen Unterschiede zwischen den analysierten Monozytensubpopu-
lationen zeigten sich auch nach deren Differenzierung zu unreifen dendritischen Zellen. 
In Anbetracht des erhöhten Anteils der CD16+-Monozyten im Rahmen diverser autoimmuner 
Krankheiten und der immer klarer werdenden Unterteilung in eine CD14++/CD16+- und eine 
CD14+/CD16+-Subpopulation, sollten weitere Untersuchungen zur klinischen Relevanz dieser 
Monozytengruppen durchgeführt werden. Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse 






For more than 20 years monocytes were subdivided in the classical CD14++/CD16- population 
and the proinflammatory CD16+ population. The latter one includes about 10-20 % of  the peri-
pheral blood monocytes and is dramatically expanded under different pathological circums-
tances. Recently, the CD16+ fraction was further subdivided into two subpopulations: The 
CD14++/CD16+ and CD14+/CD16+ monocytes. In the present paper, the subpopulation of 
CD14++/CD16+ monocytes was characterized in order to answer the question if this subset can 
be distinguished as an independent cell population.  
T cells, B cells and NK cells were depleted from peripheral mononuclear blood cells (PBMCs) 
from healthy donors using immunomagnetic cell separation. Subsequently, the pre-separated 
cells were stained with anti-CD14-FITC and anti-CD16-PE and separated by fluorescence acti-
vated cell sorting (FACS) in three subpopulations: The CD14++/CD16- (Sub1), the 
CD14++/CD16+ (Sub2) and the CD14+/CD16+ (Sub3). The achieved purity was sufficient for the 
subsequent experiments. The obtained subpopulations were co-cultured together with hetero-
logous CD4+ T lymphocytes. The reaction of these T cells to the different subpopulations was 
studied in the proliferation and secretion assay (IFN-γ, IL-4). Furthermore, the cytokine secre-
Zusammenfassung 
106 
tion of the monocyte subsets after defined stimulation (LPS, Zymosan, activated T cells) was 
analysed. In a second set of experiments, immature dendritic cells were differentiated from the 
monocyte subpopulations (Sub-DCs) and phenotypically and functionally characterized accord-
ing to the expression of cell surface markers and the response to heterologous CD4+ T cells in 
the proliferation/secretion assay (IFN-γ, IL-4). 
After 7 days of incubation, the Sub2 and Sub3 of the monocytes induced approximately 10 % 
higher proliferation rates of T cells than the Sub1. The resulting frequency of CD25+ T cells in 
these two co-culture settings was also 10 % higher. The proliferation analysis after 14 days 
again showed for the Sub3 ca. 10-15 % more proliferating T cells than for the other populations. 
At this, the frequency of CD25 expression was equal in all co-cultures. In the secretion assay all 
three subpopulations induced a Th1 response, but the range of IFN-γ-positive T cells was 
somewhat higher for the CD16+ monocytes. Under LPS stimulation the CD14+/CD16+ mono-
cytes produced the highest amounts of TNF-α followed by the CD14++/CD16+. The 
CD14++/CD16- showed the lowest amounts of TNF-α. In co-culture with activated T cells the 
CD14++/CD16+ monocytes demonstrated the strongest TNF-α secretion from all subpopulations. 
After LPS stimulation, a higher level of IL-1β was measured for both CD16+ populations than 
for the classical monocytes. In the LPS and the Zymosan stimulated cultures, the IL-6 secretion 
of the CD14++/CD16- subpopulation was higher than in the two other fractions. Under all three 
stimuli the highest levels of IL-8 were detected for the CD14++/CD16- monocytes followed by 
the CD14++/CD16+. The lowest IL-8 production was found by the CD14+/CD16+. The IL-10 
secretion of the CD14++/CD16- and CD14++/CD16+ monocytes was increased compared to the 
CD14+/CD16+ subpopulation after LPS and Zymosan stimulation. 
The in vitro generated immature dendritic cells from the different monocyte subsets showed a 
differentiated morphology. The DCs of the CD14+/CD16+ monocytes had the strongest HLA-
DR expression compared to the other two Sub-DC populations. No differences in the HLA-DR 
intensity were found between the Sub1- and Sub2-DCs. The rate of CD11c-positive cells was 
significantly higher in the Sub1-DCs than in the Sub2-DCs. However, the Sub3-DCs expressed 
no CD11c altogether. The proliferation assay over 7 days showed no significant differences 
between the subpopulations. Nevertheless, a tendency for lower levels of proliferating or CD25-
positive T lymphocytes was seen in T cells co-cultured with the Sub2-DC. After 14 days, the 
ratio of proliferating T cells was 10 % higher with the Sub1-DCs than with the Sub2-DCs. The 
Sub1-DC co-culture yielded ca. 10 % more CD25+ T cells than the other two. The secretion 
assay revealed for all Sub-DCs a Th1 response of the T cells, with no differences in the amount 
of IFN-γ-positive T cells between the Sub-DC cultures. 
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The results illustrate on one hand the proinflammatory potential (e.g. TNF-α secretion, higher 
proliferation), on the other hand the antiinflammatory effect (IL-10 secretion) of CD14++/CD16+ 
monocytes. A role in the regulation of inflammatory and infectious diseases seems to be possi-
ble for this subpopulation. The subpopulation 2 can be regarded as an independent fraction of 
monocytes. The functional differences between the analyzed monocyte subpopulations are fur-
ther underscored following differentiation into immature dendritic cells. 
Considering the increased proportion of CD16+ monocytes in various autoimmune diseases and 
their clear subdivision in a CD14++/CD16+ and a CD14+/CD16+ subpopulation, new investiga-
tions about the clinical relevance are warranted. The findings obtained in the work presented 
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Anmerkung zu Tafel V und VI 
 
In diesem Abschnitt der Arbeit sind noch zwei ergänzende Tafeln abgebildet. Es handelt sich 
dabei um ein Beispiel für die Gewinnung von Rohdaten eines kompletten Proliferations- 
assayansatzes (Monozytensubpopulationen/T-Zellen als allogene MLR). Damit soll die ange-
wandte Vorgehensweise verständlicher werden. Dazu wurde in den jeweiligen Kapiteln auf 
diese Tafeln verwiesen. In der Tafel V ist die Analyse CFSE/Anti-CD4-PC4/Anti-CD25-PE (1. 
Auswertung) dargestellt. Tafel VI gibt die Analyse CFSE/Anti-CD4-PC5/Anti-CD45 RA-PE 
wieder (2. Auswertung). Die im FSC/SSC definierten T-Lymphozyten (R2) werden in der zwei-
ten Plot-Reihe nach CFSE gegen Anti-CD4-PC5 aufgetragen. Die darin CD4-positiven T-Zellen 
(R3) werden in einer weiteren Plot-Reihe auf CFSE gegen Anti-CD25-PE bzw. Anti-CD45 RA-
PE untersucht. Die entsprechenden Zellanteile der vier Quadranten sind in Prozent angegeben. 
Beide Tafeln stammen von der Untersuchung desselben 7-Tagesansatzes. Für weitere Details 























































CFSE CFSE CFSE 
    R3 
(CD4+) 
    R3 
(CD4+)
CFSE 
    R3 
(CD4+)
    R3 
(CD4+)
T-Zellen mit CD14++/CD16- Kontrollansatz nur mit T-Zellen T-Zellen mit CD14+/CD16+T-Zellen mit CD14++/CD16+ 
Anti-CD4-PC5 : 
Anti-CD25-PE : 



















R2 (T-Zellen) R2 (T-Zellen) R2 (T-Zellen) R2 (T-Zellen) 





































CFSE CFSE CFSE 
    R3 
(CD4+) 
    R3 
(CD4+)
CFSE 
    R3 
(CD4+)
    R3 
(CD4+)
T-Zellen mit CD14++/CD16- Kontrollansatz nur mit T-Zellen T-Zellen mit CD14+/CD16+T-Zellen mit CD14++/CD16+ 
Anti-CD4-PC5 : 
Anti-CD45 RA-PE : 






















Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige Hilfe oder 
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich versichere, dass Dritte 
von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die 
im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte 
Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen 
Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt 
wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen übernommene Material, das in der 
Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich 
gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der Entstehung der 










Leipzig, den 10.12.2010   ……………………………………………… 















Name:      Stephan Georg Kraus 
Geburtsdatum:    04.10.1984 
Geburtsort:    Plauen/Vogtland 
Staatsangehörigkeit:   deutsch 
Familienstand:    ledig 
Eltern:     Jürgen Kraus 




08/1991-07/1995   Astrid-Lindgren-Grundschule/Plauen 
08/1995-06/2003   Diesterweg-Gymnasium/Plauen, Abschluss mit   




09/2003-06/2004   Vogtland-Klinikum/Plauen, Arbeitsbereich:   




10/2004-12/2010   Studium der Humanmedizin, Universität Leipzig 
08/2006-09/2006   Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung, Abschluss am  
     06.09.2006 (Note: 1,5) 
07/2007    Beginn der Dissertation an der Medizinischen Klinik II  






08/2009-07/2010   Praktisches Jahr, Universitätsklinikum Leipzig  
 1. Tertial:    - Zentrale Notaufnahme (Bereich Innere Medizin), 
     - Medizinische Klinik II/Gastroenterologie  
 2. Tertial:   - Klinik und Poliklinik für Viszeral-, Transplantations-,  
       Thorax- und Gefäßchirurgie  
     - Klinik und Poliklinik für Unfall-, Wiederherstellungs-  
       und Plastische Chirurgie, Zentrale Notaufnahme  
       (Bereich Chirurgie) 
 3. Tertial:   - Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie und Inten- 
       sivtherapie 
10/2010    Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung, Abschluss  
     am 19.10.2010 (Note: 1,0), Gesamtnote der Ärztlichen  
     Prüfung: 1,16 
 
Praktika und Famulaturen 
 
08/2005    Pflegepraktikum am Vogtland-Klinikum/Plauen,  
     Abteilung für Unfallchirurgie 
02/2006    Famulatur in einer chirurgischen Gemeinschaftpraxis 
08/2008    Famulatur an der Klinik und Poliklinik für Viszeral-, 
     Transplantations-, Thorax- und Gefäßchirurgie der  
     Universitätsklinik Leipzig 
09/2008    Famulatur an der Klinik und Poliklinik für Neurochirur- 
     gie der Universitätsklinik Leipzig 
02/2009-03/2009   Tropenmedizinischer Lehrgang am Universitätsklini- 




12/2010    Anerkennung der ärztlichen Approbation 
seit 01/2011    Assistenzarzt an der Klinik und Poliklinik für Viszeral-, 
     Transplantations-, Thorax- und Gefäßchirurgie der  





Verzeichnis wissenschaftlicher Veröffentlichungen 
 
12/2009    Kraus S., Baerwald C., Wagner U. und Rossol M.,  
     „Three  monocyte subpopulations can be distinguished  
     by their production of TNF in response to bacterial  
     products and activated T cells“; 8th Leipzig Research  
     Festival for Life Sciences 2009 
09/2011    Rossol M., Kraus S., Pierer M., Baerwald C. und  
     Wagner U., „The CD14 bright CD16+ monocyte subset  
     is expanded in rheumatoid arthritis and promotes Th17  
     development“, Arthritis & Rheumatism (zur Publikation 










Leipzig, den 14.10.2011   ……………………………………………… 






An dieser Stelle der Arbeit möchte ich mich ganz herzlich bei Herrn Prof. Dr. med. Ulf Wagner 
für die Überlassung des Themas und die allseits optimalen Rahmenbedingungen bedanken. 
Ganz besonders gilt dies für die Hilfe bei der Probandenrekrutierung oder der Bereitstellung von 
materiellen und finanziellen Ressourcen.  
 
Großer Dank und Anerkennung für die sehr gute Betreuung geht auch an Frau Dr. rer. nat. 
Manuela Rossol. Sie hatte während der gesamten Arbeit stets ein offenes Ohr für mich und hat 
durch ihre konstruktiven Vorschläge mein Verständnis für wissenschaftliche Zusammenhänge 
und die Immunologie geschärft.  
 
Für die hilfreiche Unterstützung beim Erlernen der Labortechniken und die vielen praktischen 
Hinweise möchte ich mich bedanken bei Frau Dr. rer. nat. Anett Schulz, Frau Cornelia Arnold 
und Frau Kathrin Otto. Aber auch an alle anderen Kollegen/-innen aus meiner Zeit im Labor der 
Sektion Rheumatologie richtet sich ein herzliches Dankeschön.  
 
Herrn Dr. rer. nat. Andreas Lösche (IZKF) und Frau Viola Döbel möchte ich für die gute 
Zusammenarbeit bei den oftmals langen „Sorting-Tagen“ danken. 
 
Bei den vielen freiwilligen Blutspendern bedanke ich mich vielmals, ohne deren Hilfe die 
umfangreichen Experimente nicht möglich gewesen wären.  
 
Am Ende gebührt mein ganz besonderer Dank meinen Freunden und meiner Familie, die mich 
auf dem Weg des Studiums und während dieser Arbeit begleiteten und stets unterstützten.  
 
 
